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Abreviaturas, siglas y símbolos 
 
A, C, G, U : adenina, citidina, guanina, uracilo 
aa :  aminoácido 
ABPA :  aspergilosis broncopulmonar alérgica 
ADP :  5’-difosfato de adenosina 
APC :  célula presentadora de antígeno 
ApA (C, G, U) : adenilil (3’→5’) adenosina (citosina, guanosina, uracilo) 
β-MetOH : 2’-mercaptoetanol 
cAMP :  2’,3’-monofosfato cíclico de adenosina 
CF :  fibrosis cística 
CIB :  Centro de Investigaciones Biológicas 
CNB :  Centro Nacional de Biotecnología 
CSIC :  Centro Superior de Investigaciones Científicas 
Ct/Nt :  extremo carboxilo terminal/amino terminal de una secuencia peptídica 
DEAE :  dietilaminoetilo 
DTT :  ditiotreitol 
EF-G (eEF-2) : factor de elongación G (factor de elongación homólogo en eucariotas) 
EF-Tu (eEF-1) : factor de elongación Tu (factor de elongación homólogo en eucariotas) 
ELISA :  enzimoinmunoanálisis 
GpA (C, G, U) : guanilil (3’→5’) adenosina (citosina, guanosina, uracilo) 
GTP :  5’-trifosfato de guanosina 
GTPasa :  enzima que cataliza la hidrólisis de GTP en GDP +Pi 
ID50 :  concentración de agente tóxico necesaria para producir el 50% de la muerte celular 
IF-2 :  factor de iniciación 2 
IgE, IgG :  inmunoglobulina tipo E, tipo G 
kcat :  constante catalítica 
(K)Da :  (Kilo)Dalton 
KM :  constante de Michaelis 
LDL :  liposoma de baja densidad 
(m)(r)(t)RNA : RNA (mensajero) (ribosomal) (de transferencia) 
PDB :  base de datos Protein Data Bank 
pI :  punto isoeléctrico 
poli(A)/(G)/(I)/(U) : ácido poliadenílico/poliguanílico/poliinosínico/poliuracílico 
PS :  fosfatidilserina 
Pu, Py :  base púrica, pirimidínica 
RI :  inhibidor de ribonucleasas 
RIP :  proteína(s) inactivante(s) de ribosomas 
RMN  resonancia magnética nuclear 
RNasa(s) : ribonucleasa(s) 
scFv :  cadena sencilla de la fracción variable de un anticuerpo 
SDS-PAGE : gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sódico 
siRNA :  RNA pequeño de interferencia 
SRL :  lazo sarcina/ricina 
Th1(Th2) . célula T ayudante de clase 1(2) 
UCM :  Universidad Complutense de Madrid 
UV :  ultravioleta 
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Las ribonucleasas (RNasas) constituyen un conjunto de enzimas que muestran una 
diversidad estructural y funcional extraordinaria (Aravind y Koonin, 2001), pero que tienen 
en común su capacidad para romper enlaces fosfodiéster entre ribonucleótidos. Se 
encuentran en todos los organismos vivos y forman parte de procesos tan esenciales para 
el funcionamiento celular como la maduración del RNA (mensajero, ribosomal, de 
transferencia), su degradación, la regulación de la expresión génica (silenciamiento génico) 
y la traducción (sistemas de RNA de transferencia), entre otros (D’Alessio y Riordan, 1997; 
Beintema y Kleineidam, 1998; Bernstein et al, 2001; Nelson et al, 2003; Carmell y Hannon, 
2004). Esta diversidad es tal que un mismo organismo puede llegar a expresar hasta 20 
RNasas diferentes con especificidades distintas o solapantes (Makarov e Ilinskaya, 2003). 
Dentro de este gran grupo, las RNasas extracelulares constituyen una población 
minoritaria, pero dividida en tres superfamilias muy distintas entre sí (Aravind y Koonin, 
2001) (Tabla I). La función biológica de esta clase de enzimas no se conoce con detalle, 
aunque parecen estar implicadas en mecanismos de defensa del organismo productor y en 
la degradación de RNA como fuente de bases nitrogenadas y fosfato (Brandhorst et al, 
1996; Rosenberg y Domachowske, 1999; MacIntosh et al, 2001; Deshpande y Shankar, 
2002). A pesar de ello, su aplicación, especialmente en terapias contra diversos tipos de 
cáncer, está bastante desarrollada, aprovechando, entre otras cosas, su diferencia con las 
RNasas intracelulares de las células diana (Rathore et al, 1997; Leland y Raines, 2001; 
Matousek, 2001). 
Una de estas tres superfamilias es la que engloba a aquellas RNasas microbianas con 
un plegamiento homólogo al de la barnasa, el miembro principal (Tabla I) (Hartley, 1997; 
Irie, 1997; Yoshida, 2001; Wool, 1997). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Tabla I: Algunas características de las ribonucleasas extracelulares más representativas. Barnasa, de Bacillus 
amyloquefaciens; T1, de Aspergillus oryzae; U2, de Ustilago spharogena; α-sarcina, de Aspergillus giganteus; Asp f 1, 
de Aspergillus fumigatus; A, pancreática bovina; HP, pancreática humana; BS, seminal bovina; angiogenina, de 
numerosos tipos celulares humanos, especialmente tumorales; EDN, neurotóxica derivada de eosinófilos; Onconasa, 
de Rana pipiens; T2, de Aspergillus oryzae; I, de Escherichia coli; LE, de células de tomate (Lycopersicon 
esculentum); Rh, de Rhizopus niveus. 
Superfamilia Origen Residuos catalíticos Familias Ejemplos 
Barnasa Bacterias y hongos ERH 
 Barnasa: 
 RNasa T1: 
 Ribotoxinas: 
barnasa 
T1, U2 
α-sarcina, Asp f 1 
RNasa A Eucariotas superiores HKH 
 Mamíferos: 
 Otros 
        vertebrados: 
A, HP, BS(dímero), 
angiogenina, EDN 
onconasa (citotóxica) 
RNasa T2 Ampliamente distribuidas HH  RNasa T2: T2, I, LE, Rh 
4   Introducción 
La superfamilia de la barnasa 
 
Comprende RNasas formadas por una única cadena polipeptídica de pequeño tamaño, 
que son secretadas por bacterias (familia barnasa) y hongos (familias T1 y ribotoxinas) 
(Aravind y Koonin, 2001; Yoshida, 2001). Todas ellas muestran un patrón de plegamiento 
homólogo consistente en un núcleo formado por una lámina β antiparalela de cuatro hebras 
y un centro activo en el que participa la triada catalítica E-R-H (Figura 1). El hecho de 
poseer una distribución tan restringida dentro de los organismos vivos se relaciona con su 
aparición tardía en la evolución. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Estructuras tridimensionales de los principales miembros de la superfamilia de RNasas 
extracelulares microbianas. 
A.- Estructuras obtenidas a partir de las coordenadas depositadas en el PDB: barnasa, 1A2P (Mauguen et al, 
1982); RNasa T1, 9RNT (Martínez-Oyanedel et al, 1991); α-sarcina, 1DE3 (Pérez-Cañadillas et al, 2000). 
B.- Detalle de los centros activos. En rojo los residuos esenciales para la catálisis ácido-base, en azul otros 
residuos con participación conocida en el mecanismo catalítico. 
 
 
El árbol filogenético de esta superfamilia, así como sus identidades de secuencia, 
patrones de puentes disufuro, y estructuras tridimensionales de algunas de ellas, permiten 
realizar una comparación exhaustiva entre sus miembros (Figuras 1, 2 y 3). De este modo, 
si consideramos los organismos productores, se ve que, fundamentalmente, producen 
RNasas extracelulares los microorganismos de los géneros Bacillus (barnasa, Bcl, binasa, 
Bp, Bco), y Streptomyces (Sa, Sa3, Sa2, St), así como los hongos ascomicetos del tipo 
Penicillium, Aspergillus y Fusarium (familia T1 y ribotoxinas). De forma excepcional, existen 
His-102
Arg-87
Glu-73
Leu-145
His-137
His-50
Tyr-48
Arg-121
Phe-100His-92
His-40
Tyr-38
Arg-77
Glu-96
Glu-58
barnasa RNasa T1 α-sarcinaA
B
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además dos especies de hongos basidiomicetos que también producen RNasas de la 
familia T1 (Figura 2) (Martínez Ruiz, 2000). Sin embargo, a pesar de las diferencias claras 
que aparecen entre aquellas de origen procariota o eucariota, un análisis detallado de sus 
secuencias demuestra que las RNasas secretadas por el género Streptomyces presentan 
una mayor similitud (incluido el patrón de puentes disulfuro) con las de la familia T1 que con 
el resto de RNasas bacterianas, pudiéndoselas considerar como un grupo evolutivo 
intermedio entre ambas familias. (Figuras 2 y 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Árbol filogenético de las RNasas pertenecientes a la superfamilia de la barnasa. En gris aparecen los 
organismos productores procariotas (familia barnasa), en negro los hongos ascomicetos, en rojo los basidiomicetos y 
en azul se destaca el hongo entomopatógeno productor de la hirsutelina A, intermedio evolutivo entre las familias de 
la RNasa T1 y las ribotoxinas. Los números indican las distancias filogenéticas entre ellas (Martínez Ruiz, 2000). 
 
Algo parecido ocurre al comparar las RNasas de la familia T1 con las ribotoxinas, ambas 
producidas, principalmente, por el género de hongos Aspergillus (Figura 2). Las ribotoxinas 
poseen una serie de características únicas que las alejan del resto de miembros de la 
superfamilia, especialmente en términos funcionales. Son proteínas con unos 40 
aminoácidos adicionales, y de carácter básico, que presentan, además, una especificidad 
extraordinaria frente a su sustrato natural (el RNA ribosomal) y son capaces de 
interaccionar con membranas biológicas, ejerciendo, gracias a ello, su toxicidad frente a 
determinados tipos de células (Wool, 1997). Sin embargo, su similitud de secuencia con 
miembros de la familia T1 alcanza el 25% (Sacco et al, 1983), y mucho más importante es 
el alto grado de homología estructural, así como la conservación del centro activo 
responsable de la actividad fosfodiesterasa propia de estas enzimas. (Figuras 1 y 3) (Pérez-
Cañadillas et al, 2000). 
C
barnasa
RNasa T1
ribotoxinas
Bacillus amyloquefaciens
Bacillus circulans
Bacillus intermedius
Bacillus pumilus
Bacillus coagulans
Streptomyces aureofaciens BM-K
Streptomyces aureofaciens CCM3239
Streptomyces aureofaciens R8/26
Streptomyces erythraeus
Pleutorus ostreatus
Ustilago sphaerogena
Fusarium moniliforme
Fusarium lateritium
Fusarium lateritium
Trichoderma harzianum
Aspergilus saitoi
Aspergillus oryzae
Aspergillus clavatus
Aspergillus palidus
Penicillium chrysogenum
Penicillium brevicompactum
Neurospora crassa
Ustilago sphaerogena
Hirsutella thompsonii
Aspergillus restrictus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus clavatus IFO8605
Aspergillus clavatus CCRC32114
Aspergillus giganteus NRRL10
Aspergillus giganteus MDH18894
Penicillium
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barnasa, 
 binasa, 
Bci, Bp, Bco 
Sa, Sa2, Sa3 
St 
T1, Ms, C2, 
Ap1, Pch1, 
Pb1, N1  
F1, Fl1, 
Fl2, Th1 
Po1 
U1 
U2 
Ribotoxinas 
HtA 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Secuencia de aminoácidos y puentes disulfuro de las proteínas de la superfamilia de la barnasa. 
A.- Secuencias de las principales ribonucleasas. La identidad de secuencia se indica en orden decreciente con el 
siguiente código de colores: verde>azul>rojo>gris, estando conservados en todas las secuencias los residuos 
catalíticos esenciales ERH. La barra sobre el alineamiento representa los elementos de estructura secundaria en los 
que participan los distintos segmentos secuenciales para el caso de la α-sarcina. Los colores significan: azul.- lámina 
β central (5 hebras) y horquilla amino-terminal; rojo.- hélice α; amarillo, verde, azul claro, rosa y naranja.- bucles 1, 2, 
3, 4 y 5, respectivamente. (-) indica ausencia de aminoácido. Secuencias obtenidas de la base de datos Swiss Prot. 
B.- Diferentes patrones de puentes disulfuro en la superfamilia. El mismo color (verde, azul o rojo) indica 
equivalencia del enlace en las distintas secuencias. En el esquema se mantiene la proporción entre la posición de las 
Cys y la secuencia completa, aunque no entre las distintas secuencias. 
barnasa
R
N
asa T1
barnasa
R
N
asa T1
         *        *         *         *         *         *         *         *         *   
sarcina  AVTWTCLNDQKNPKTNKYETKRLLYNQNKAESNSHHAPLSDGKTG-SS--YPHWFTNGYDGDGKLPKGRTPIKFGKSDCDRP 79 
HtA      -APIVTCRPKLDGREKPFKVD-----VATAQAQARKAGLTTGKSG-----DPHRYFAGDHIRWGVNNCDK------------ 59 
U2       ----CDIPQSTNCGGNVYSND----DINTAIQGALDDVANGDRP--DN--YPHQYYXEASEDITLCCGSG------------ 58 
T1       -------ACDYTCGSNCYSSS----DVSTAQAAGYKLHEDGETVGSNS--YPHKYN--NYEGFDFSVSS------------- 54 
Sa       -----------DVSGTVCLSA-----LPPEATDTLNLIASDGPFP-----YSQDGVVFQNRESVLPTQSYG----------- 50 
barnasa  AQVINTFDGVADYLQTYHKLPDN--YITKSEAQALGWVASKGNLADVAPGKSIGGDIFSNREGKLPGKSGR----------- 69 
 
 
 
                *         *         *         *         *         *         *         *     
sarcina  PKHSKDGNGKTDHYLLEFPTFPDGHDYKFDSKKPKE----NPGPARVIYT--YPNKVFCGIIAHTKENQGE-----LKLCSH 150 
HtA      ----------ADAILWEYPIYWVGKNAEWAKDVKTSQQKGGPTPIRVVYANSRGAVQYCGVMTHSKVDKNNQGKEFFEKCD- 130 
U2       -------------PWSEFPLVYNGP--YYSSRDNYV----SPGPDRVIYQ--TNTGEFCATVTHTGAASYDG----FTQCS- 114 
T1       -------------PYYEWPILSSGD--VYSGG--------SPGADRVVFN--ENN-QLAGVITHTGASGNN-----FVECT- 104 
Sa       -------------YYHEYTVITPGAR--------------TRGTRRIITGEATQEDYYTG--DHYAT---------FS---- 90 
barnasa  -------------TWREADINYTSG---------------FRNSDRILYS---SDWLIYKTTDHYQT---------FTKIR- 110 
horquilla amino-terminal hélice α bucle 1 bucle 2
bucle 2 bucle 3 bucle 4 bucle 5
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Entre estas dos familias se ha considerado, recientemente, como intermedio evolutivo, 
un nuevo miembro de la familia de las ribotoxinas, la hirsutelina A (HtA) (Figuras 2 y 3) (Liu 
et al, 1996; Martínez-Ruiz et al, 1999b). Aunque sus propiedades funcionales coinciden con 
las de las ribotoxinas, presenta, al menos, dos diferencias claras. Además de ser producida 
por el hongo entomopatógeno Hirsutela thompsonii, que nada tiene que ver con los 
productores del resto de RNasas extracelulares (clasificado hasta la fecha como 
deuteromiceto), su similitud de secuencia con las dos familias no supera el 25%. Tiene 20 
aminoácidos menos que las ribotoxinas, correspondientes en su mayoría a las regiones 
expuestas adicionales que presenta esta familia respecto a la de la RNasa T1, pero parece 
que sí conservaría el núcleo de lámina β característico. 
Dentro de la familia T1, las RNasas U1 y U2, producidas por el hongo basidiomiceto 
Ustilago sphaerogena, son las más parecidas a las ribotoxinas, no sólo por su similitud de 
secuencia, sino también por su patrón de puentes disulfuro (Kanaya y Uchida, 1986; 
Takahashi y Hashimoto, 1988). En particular, la RNasa U2 posee 10 aminoácidos más que 
el resto de la familia (114 frente a 101-106) y su identidad con las ribotoxinas es del 34%, 
encontrándose a la menor distancia filogenética con respecto a ellas (Figuras 2 y 3). 
Además del mecanismo enzimático de las RNasas, que se detallará más adelante, otro 
de los aspectos ampliamente estudiados es su interacción con inhibidores, debido a su alta 
especificidad y a las implicaciones biológicas que suelen tener los mecanismos de 
regulación de la acción de estas enzimas. El denominado RI (ribonuclease inhibitor) está 
presente en los tejidos de mamíferos y actúa frente a la superfamilia de RNasas tipo A, 
siendo esta inhibición una de las uniones más potentes que se conocen entre las moléculas 
biológicas; pero no se ha descrito que RI sea capaz de interaccionar con las RNasas 
microbianas extracelulares (Kim et al, 1995; Hofsteenge, 1997). Sin embargo, sí se ha 
descrito un inhibidor proteico, denominado barstar, específico para las RNasas 
extracelulares bacterianas (familia de la barnasa) (Hartley, 1997). Este inhibidor nada tiene 
que ver con el RI mencionado, ni desde un punto de vista estructural ni funcional. Su 
interacción con la RNasa barnasa se ha estudiado de forma exhaustiva, aunque su posible 
unión a otros miembros de la superfamilia, como la RNasa T1 y las ribotoxinas, permanece 
aún sin esclarecer. Sí parece lógico pensar que, el hecho de que únicamente aparezca en 
organismos procariotas, se deba a la ausencia en ellos de mecanismos de secreción que 
mantengan aislada la RNasa durante el proceso de transporte hasta el exterior celular. 
 
 
La familia de la RNasa T1 
 
Esta familia de RNasas está compuesta por una serie de proteínas extracelulares 
homólogas no tóxicas, que son secretadas por hongos, principalmente del género 
Aspergillus (Figura 2). Su principal miembro es la RNasa T1 que, junto con la ribonucleasa 
A (de la superfamilia de RNasas pancreáticas) y la lisozima de clara de huevo de gallina, 
son las enzimas más exhaustivamente estudiadas de todas las que se conocen hasta hoy 
(Steyaert, 1997; Raines, 1998). Desde su aislamiento por primera vez en 1957 por R. Sato 
y F. Egami, la RNasa T1 se ha utilizado para llevar a cabo todo tipo de estudios, tanto 
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estructurales como funcionales. Como resultado de éstos, se conoce con gran detalle la 
reacción que cataliza, incluyendo el papel de los residuos implicados en la catálisis y en el 
reconocimiento del sutrato, así como su estructura acomplejada con distintos inhibidores y 
análogos del sustrato, algunos de los cuales representarían estados intermedios de su 
mecanismo catalítico (Figura 1) (Heinemann y Saenger, 1982; Arni et al, 1988; Gohda et al, 
1994; Steyaert, 1997; Zegers et al, 1998; Loverix y Steyaert, 2001). La mayoría de sus 
características parecen ser extensibles al resto de miembros de la familia, bien porque 
hayan sido comprobadas directamente, bien porque simplemente se aceptan, basándose 
en su similitud de secuencia. 
 
Características estructurales 
Son proteínas pequeñas de entre 100 y 114 residuos, con un marcado carácter ácido. 
La estructura tridimensional de la RNasa T1 (Arni et al, 1988) consiste en una lámina 
β central antiparalela compuesta por cinco hebras β y estabilizada por la presencia de una 
hélice α acoplada, de forma perpendicular a ella, en su cara convexa. El resto de la 
molécula son cinco bucles expuestos al disolvente, sin una estructura ordenada, y otra 
pequeña lámina β de dos hebras, en el extremo amino terminal de la secuencia (Figura 1). 
A pesar de las grandes diferencias en cuanto a secuencia, éste es el patrón de plegamiento 
general de toda la superfamilia, incluidas las ribotoxinas (Mauguen et al, 1982; Pace et al, 
1991; Pérez-Cañadillas et al, 2000). 
Algo que también aparece conservado entre todas las RNasas extracelulares de 
organismos eucariotas es el puente disulfuro que une los extremos amino y carboxilo. Sin 
embargo, el resto de enlaces S-S (hasta un total de 3 en algunos casos) tiene una 
distribución diversa, pudiendo clasificarse los miembros de esta familia en 5 subfamilias, 
atendiendo a los distintos patrones conservados (Figura 3). Del mismo modo, los bucles 
periféricos, así como las regiones de los extremos, son los que presentan mayor diversidad, 
incluso dentro de la propia familia T1 (Figura 1). 
 
Mecanismo catalítico 
Su actividad ribonucleolítica ocurre en dos etapas, siendo la primera, una 
transfosforilación reversible que da lugar a un intermediario cíclico (2',3'- ciclofosfato), la 
determinante (Figura 4A) (Loverix y Steyaert, 2001). La segunda etapa, hidrólisis de este 
intermediario cíclico en la que participa una molécula de agua, es más o menos reversible y 
rápida según la enzima. Este mecanismo es común para la mayoría de las RNasas (en 
algunos casos, sin embargo, se produce una hidrólisis directa) y se basa en una catálisis 
ácido-base en línea, en la que se producen desplazamientos nucleófilos de los átomos de 
oxígeno del grupo fosfato, originando estados de transición en los que el átomo de fósforo 
está unido pentacovalentemente al oxígeno. En cambio, el tipo de sustrato (RNA de cadena 
doble o simple), la especificidad del corte, los residuos catalíticos, tanto esenciales como no 
esenciales (Figura 1), así como las propiedades que definen a la enzima, varían según la 
familia de la que se trate. Para la familia T1, el sustrato que pueden hidrolizar es RNA de 
cadena simple, y son específicas de secuencias GpN (excepto la RNasa U2 que también 
hidroliza enlaces de tipo ApN) (Egami et al, 1980). 
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Tyr-38 His-40
Phe-100His-92
Arg-77 Glu-58
guanina
A
B
C
His-50His-41His-40C
Glu-96Glu-62Glu-58B
His-137His-101His-92A
α-sarcinaRNasa U2RNasa T1
Los residuos catalíticos esenciales de la RNasa T1, que participan como ácido y base, 
respectivamente, en la primera etapa de la reacción, son His-92 y Glu-58 (Figuras 1 y 4) 
(Steyaert y Wyns, 1993). Ambos aparecen conservados en toda la superfamilia de la 
barnasa, mientras que en otros casos, por ejemplo el de la ribonucleasa A, son dos 
histidinas, en distinto estado de protonación, las responsables de la catálisis (Tabla I). De 
hecho, se ha planteado un mecanismo alternativo para la T1, en el que la acción del Glu-58 
la lleva a cabo la His-40 (Nishikawa et al, 1987). Sin embargo, la verdadera función de este 
residuo en la enzima natural es la de contribuir a la activación nucleófila, cooperando con el 
Glu-58, próximo en la estructura, y estableciendo puentes de hidrógeno con el grupo 2'-OH 
de la ribosa que participa en el intermediario cíclico (Gohda et al, 1994). Otro residuo 
altamente conservado es la Arg-77, que parece participar en la estabilización del estado de 
transición aunque, como se verá más tarde, sólo ha podido estudiarse en el caso de las 
ribotoxinas (Figuras 1 y 4C) (Heinemann y Saenger, 1982; Masip et al, 2001). Además de 
éste, los residuos Tyr-38 y Phe-100 del centro activo participan en la optimización del grado 
de solvatación/desolvatación del intermediario. Este efecto es crítico en este tipo de 
catálisis ya que la estructura de bipirámide trigonal monoaniónica, que forma el grupo 
fosfato en la transición, aparece gracias a la presencia única de dos especies cargadas. Es 
decir, Tyr-38, Arg-77 y Phe-100 forman un microentorno, estructural y dieléctrico, 
complementario en forma, carga y capacidad de formar puentes de hidrógeno, con los 
átomos de oxígeno del estado de transición (revisado en Loverix y Steyaert, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Hidrólisis de los enlaces fosfodiéster de RNA por parte de las ribonucleasas extracelulares fúngicas. 
A.- Mecanismo en dos etapas a través de un intermediario cíclico. La especificidad y eficacia según el tipo de 
enlace (bases A o G en 3’, N en 5’) depende de la RNasa ensayada; el tipo de sustrato (dinucleótido, homo o 
heteropolinucleótido) viene determinado por los restos R y R’. Los principales residuos que contribuyen a la catálisis 
están representados de forma esquemática por las letras A, B y C. 
B.- Residuos en las ribonucleasas T1, U2 y α-sarcina. A (ácido en la primera semirreacción, base en la segunda), 
B (base en la primera semirreacción, ácido en la segunda) y C, según el esquema de la parte A de la Figura. 
C.- Detalle del centro activo de la RNasa T1 deducido a partir de la estructura del complejo T1-análogo de GpU 
(entrada en PDB: 1b2m; Arni et al, 1999). En rojo aparecen los residuos A y B según el esquema anterior, en azul 
otros con implicación demostrada en la catálisis, en verde el extremo 3’ del sustrato (guanosina). 
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En cuanto a la especificidad de corte, la preferencia por guanina está determinada, en el 
caso de la RNasa T1, por interacciones adicionales de residuos del entorno del centro 
activo, en especial de las cadenas laterales de los residuos Tyr-42 y Glu-46 (Loverix et al, 
1997). Así, la eficacia catalítica frente a sustratos del tipo GpN es del orden de 106 veces 
mayor que frente a ApN, a pesar de ser ambas bases púricas. Además, presenta un sitio 
secundario de unión al sustrato, encargado de discriminar la base en posición 5’ según el 
orden siguiente: GpU>GpA>GpC (Osterman y Walz, 1978). Por tanto, el sustrato ideal para 
la RNasa T1 es GpC, lo que se justifica porque los residuos Asn-36 y Asn-98, producen un 
impedimento estérico en el hueco que deja el enlace 3’-P-5’ (Steyaert et al, 1992). Para 
este dinucleótido, por ejemplo, la RNasa T1 presenta los siguientes parámetros enzimáticos 
en condiciones óptimas de reacción: KM=200 µM, kcat=350 s-1 y Ecat=1600 µM-1 s-1 (Steyaert, 
1997). 
La conservación de estos residuos adicionales no es tan general dentro de las RNasas 
microbianas extracelulares (Figura 3), lo que explica, en muchos casos, las diferencias 
funcionales que aparecen entre ellas. De este modo, ninguno de estos cuatro residuos (36, 
42, 46 y 98) está presente en la familia de la barnasa. Dentro de la propia familia de la 
RNasa T1 sólo aparece conservado en todos sus miembros el residuo de Tyr-42. El Glu-46 
cambia únicamente en la RNasa U2, y las dos asparaginas mencionadas varían bastante 
dentro de las diferentes secuencias de esta familia de RNasas. 
El centro activo se localiza en la cara cóncava de la lámina β central, y es la zona por la 
que la superposición de las distintas estructuras de esta superfamilia conocidas hasta la 
fecha muestra menores variaciones (Figura 1). Son los bucles que rodean este centro 
activo los que marcan la diferencia. En las RNasas del tipo T1 se encuentran totalmente 
accesibles al disolvente, siendo el bucle 5, el más corto, el que más interacciones presenta 
con las proximidades del centro catalítico. La estructura de la barnasa, en cambio, posee al 
menos uno de sus bucles con estructura parcial en hélice α próximo al centro activo y, 
como se verá posteriormente, en las ribotoxinas éste está mucho más restringido por unos 
bucles de mayor tamaño en sus proximidades, e incluso por el establecimiento de 
interacciones entre residuos más alejados. 
 
Función biológica 
A pesar de lo mucho que se conoce en cuanto a la estructura y modo de catálisis de 
estas enzimas, su función biológica está aún sin esclarecer. Aunque muy escasos, hay 
ciertos estudios en los que se relaciona la presencia de una RNasa extracelular (en 
concreto la binasa, homóloga a la barnasa) con cambios en la superficie celular, 
aumentando la permeabilidad iónica y dando lugar a un efecto estimulante del crecimiento 
microbiano, aunque a mayores concentraciones este efecto se transforma en toxicidad 
(Makarov e Ilinskaya, 2003). Han sido más los estudios llevados a cabo con RNasas 
extracelulares de mamíferos. Tal es el caso, por ejemplo, de la angiogenina (de la 
superfamilia de la RNasa A) que, a sus conocidas propiedades angiogénicas a las que debe 
su nombre, añade una cierta actividad bactericida y antiviral, al secretarse en el lumen 
intestinal (Hooper et al, 2003). 
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La ribonucleasa U2 
 
El descubrimiento de esta enzima se remonta al año 1968, al aislarse las ribonucleasas 
del medio extracelular de Ustilago sphaerogena, un parásito de plantas (Arima et al, 1968a 
y 1968b). Durante los años siguientes, se caracterizaron exhaustivamente sus propiedades 
enzimáticas, ya que su particular especificidad por purinas en el extremo 3’ del enlace que 
hidroliza, y no sólo guaninas, como el resto de las RNasas tipo T1, se utilizaba para la 
secuenciación de RNA y la síntesis de oligonucleótidos, algo que incluso hoy en día se 
sigue llevando a cabo (Lehmann y Bass, 2000). Sin embargo, su estudio se abandonó, y los 
únicos resultados publicados posteriormente se deben a la resolución de la estructura 
tridimensional, tanto de una isoforma modificada covalentemente como de varios complejos 
con análogos de sustrato, estos últimos solamente de forma preliminar (Noguchi et al, 1995; 
Noda et al, 1997). Ha sido recientemente, y en nuestro grupo, cuando el empleo de esta 
enzima, como el mejor modelo comparativo entre las ribotoxinas y las RNasas de la familia 
T1, ha hecho que se retomara su estudio (Martínez Ruiz, 2000). 
 
Características estructurales 
Se pueden detallar bastantes de sus características estructurales, bien gracias a 
estudios directos o por comparaciones con la RNasa T1, con la que comparte un 28 % de 
su secuencia (Noguchi et al, 1995). Es una proteína de 114 aminoácidos (12400 Da de 
masa molecular), un punto isoeléctrico de 3,18 y tres puentes disulfuro entre las posiciones 
1-54, 55-95 y 9-113 (Figura 3) (Sato y Uchida, 1975a, 1975c). Este patrón explica, en parte, 
su posición en el árbol filogenético de la superfamilia de la barnasa (Figura 2). En este 
sentido, mientras que el enlace 9-113 está muy conservado entre las ribonucleasas 
extracelulares fúngicas, tanto en la familia de la T1 como en las ribotoxinas, el 
correspondiente a las cisteínas 55 y 95 es característico de las últimas y sólo se repite en 
las RNasas no tóxicas secretadas por hongos basidiomicetos, esto es, U1, U2 y Po1. Otra 
característica es la presencia de dos isoformas al aislarse de su fuente natural (Uchida y 
Shibata, 1981; Kanaya y Uchida, 1986). La isoforma mayoritaria U2-A (o RNasa U2) es el 
producto original de la traducción del gen, mientras que la isoforma B posee una 
modificación postraduccional, un isoaspatato en la posición 32, que da lugar a una eficacia 
enzimática reducida, provocada por pequeños cambios conformacionales en la zona 
cercana al centro activo, como se dedujo de sus propiedades espectroscópicas. La 
estructura cristalina de esta proteína, obtenida en el año 1995 (Noguchi et al, 1995), 
permitió explicar la formación de esta modificación, al encontrarse el par Asn32-Gly33 justo 
antes de un bucle flexible que favorece el giro necesario de los ángulos de torsión entre 
estos residuos. Aunque en esta estructura aparece otro isoaspartato en la posición 44, éste 
proviene del tratamiento posterior de la muestra para la formación de los cristales. Además, 
con esta estructura se comprobó que la RNasa U2 mantenía el mismo plegamiento que el 
resto de la familia, con una superposición casi perfecta con la de la RNasa T1, a pesar de 
las diferencias en secuencia (Figuras 1 y 5). Por último, los residuos adicionales que esta 
enzima presenta afectan, fundamentalmente, a los bucles externos de la estructura, siendo, 
de este modo, algo más largos los bucles 2 (44-59), 3 (64-83) y el extremo amino-terminal 
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(Figura 3). También en estas regiones aparecen las mayores diferencias de secuencia con 
respecto a otras ribonucleasas; por contra, las zonas que incluyen a los residuos catalíticos 
son prácticamente idénticas. Estos hechos podrían explicar, por ejemplo, que la RNasa U2 
y la T1 no se parezcan en cuanto a sus propiedades inmunogénicas (Uchida y Egami, 
1971). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Estructuras de la RNasa U2, α-sarcina y restrictocina. Las coordenadas provienen de los siguientes 
números de acceso del PDB respectivamente: 1RTU (Noguchi et al, 1995), 1DE3 (Pérez-Cañadillas et al, 2000) y 
1AQZ (Yang y Moffat, 1996). Todas siguen el código de colores descrito en la Figura 3 para los distintos elementos de 
estructura secundaria, salvo en las superposiciones que se mantiene en rojo la α-sarcina y en azul la RNasa U2 
(izquierda) o la restrictocina (derecha). 
 
 
Mecanismo catalítico 
En relación con su actividad ribonucleolítica, el intervalo de pH en el que ejerce su 
actividad fosfotransferasa es 3,5-5,5, diferencia fundamental con la RNasa T1, que actúa en 
un intervalo de pH más amplio, y la RNasa U1, también secretada por Ustilago 
sphaerogena de forma mayoritaria, para la que es de carácter neutro (Arima et al, 1968a y 
1968b; Uchida y Egami, 1971). El estudio del mecanismo catalítico con distintos análogos 
de sustrato e intermediarios de la reacción permitió demostrar que se trataba también de 
una ribonucleasa ciclante, siendo la primera reacción reversible y la segunda, la hidrólisis 
del intermediario cíclico, mucho más lenta que en otros ejemplos de la familia, y asignar los 
pKa de los residuos ácido y base que participarían en la catálisis (Koike et al, 1971; Uchida 
y Egami, 1971; Yasuda e Inoue, 1982). Y, aunque no se ha demostrado mediante mutantes 
U2
α-sarcina restrictocina
α-sarcina/U2 α-sarcina/restrictocina
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del centro activo, la superposición de éste con el de la RNasa T1, además de estudios de 
modificación química, indican que estos residuos serían el Glu-62 y la His-101, 
contribuyendo posiblemente también a la catálisis, la His-41, la Arg-85 y la Phe-110. (Figura 
4) (Sato y Uchida, 1975b; Egami et al., 1980; Noguchi et al, 1995). 
En cuanto a la especificidad de corte, como en otros muchos ejemplos, se conserva a 
bajas concentraciones de enzima, siendo la preferencia de base en 3’, A>G>>C>U, otra de 
las diferencias con la RNasa T1 (Uchida et al, 1970). Considerando el enlace completo, la 
ruptura es más eficaz en el caso de Pu-Py y Py-Pu que Pu-Pu y Py-Py, respectivamente 
(donde Pu es base púrica, A o G, Py es base pirimidínica, C o U, y los enlaces están 
esquematizados en sentido 3’-5’) (Rushizky et al 1970). Esta variación en la especificidad, 
así como la ligera disminución de su actividad específica en condiciones óptimas, con 
respecto a la T1 (Uchida y Egami, 1971; Egami et al, 1980), se pueden explicar desde un 
punto de vista estructural. Por ejemplo, la secuencia 43-46 en la T1, que está implicada en 
el reconocimiento de la guanina, en el caso de la U2 cambia considerablemente, y el 
residuo Asp-49 (secuencia FDF) que interacciona con la molécula de agua en el segundo 
sitio de reconocimiento de la base, es una Thr en la U2 (secuencia ITL) (Figura 3) 
(Takahashi y Hashimoto, 1988). Por último, la disposición del bucle 2 deja el centro activo 
menos accesible al disolvente, lo que explicaría la menor actividad de la RNasa U2 (Figuras 
1 y 5). 
 
Función biológica 
Como ocurre con la mayoría de estas proteínas, tampoco ha sido estudiada. El hongo 
Ustilago sphaerogena es un patógeno de plantas, aunque se ha estudiado más el Ustilago 
maydis, patógeno de maiz (Blank y Dekker, 1975). En éste, el dimorfismo entre la forma de 
tipo levadura y la filamentosa es esencial para la patogénesis, induciéndose esta última al 
acidificar o con adición de pequeñas concentraciones de cAMP al medio (en los casos de 
falta de fuente de carbono) (Sánchez-Martínez y Pérez-Martín, 2001), condiciones que 
favorecerían la presencia de la RNasa U2 en el caso de que se dieran también para su 
organismo productor. Lo único que se conoce en cuanto a la producción de ribonucleasas 
por parte de U. sphaerogena, es que ésta se induce con la presencia de RNA en el medio, 
para utilizarlo como fuente de carbono (Glitz y Dekker, 1964). 
 
Con todo ello, es la RNasa que más se parece a las ribotoxinas, no sólo por su 
proximidad filogenético y patrón de puentes disulfuro, sino también por su especificidad de 
sustrato y estructura tridimensional, con algunos de sus bucles más extensos que los de la 
RNasa T1, modelo de la familia. 
 
Expresión heteróloga 
Al considerarse un buen modelo para estudios comparativos entre las ribonucleasas 
extracelulares fúngicas, y con la intención de ser utilizada para el diseño de variantes y 
quimeras con otros miembros relacionados con ella, nuestro grupo abordó la expresión 
heteróloga de la RNasa U2 (Martínez-Ruiz, 2000). Muy brevemente, esto se puede resumir 
mencionando que se comenzó por el aislamiento y caracterización del correspondiente gen, 
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a partir de la cepa CBS 534.71 de Ustilago sphaerogena, lo que permitió demostrar la 
presencia de un intrón de 116 pb entre los codones de los residuos 36 y 37. Tras la 
obtención del cDNA, se realizaron unos primeros intentos de expresión en E. coli, tanto a 
nivel periplásmico como a nivel extracelular, aunque sin mucho éxito. Ello era debido, 
esencialmente, a la lisis de las células productoras, lo que sugería que esta proteína 
resultaba tóxica en este sistema. Por ello se cambió a la levadura metilotrófica Pichia 
pastoris. Las supuestas ventajas que este sistema presentaba, al tratarse de un organismo 
eucariota, eran una mejor formación de los puentes disulfuro, un control del pH del medio, 
que influiría en la formación de los enlaces isoaspartato característicos de esta proteína, y 
unas rutas de secreción parecidas a las que posee su productor natural. En cuanto al uso 
de esta especie frente a Saccharomyces cerevisiae u otros eucariotas superiores, P. 
pastoris es un sistema fácil, rápido y económico. En muchos casos la producción de 
proteínas recombinantes es superior en varios órdenes de magnitud, y el control de la 
expresión, utilizando sus sistemas de regulación para metabolizar metanol como fuente de 
carbono, se realiza de una forma muy estricta. El vector que mejores resultados dio fue 
pHLSU2 ya que no producía lisis celular y la proteína recombinante se secretaba al medio 
extracelular y, aunque en muy baja cantidad, sin contaminantes con actividad 
ribonucleolítica. La purificación de la RNasa U2 recombinante, del mismo modo que la 
silvestre, se llevó a cabo mediante una cromatografía de intercambio iónico en DEAE-
celulosa a pH 6,0 seguida de una de penetrabilidad en Sephadex G-75. Sin embargo, tras 
la caracterización de ambas preparaciones, supuestamente homogéneas, se observó que 
no eran idénticas, variando algunos de sus parámetros espectroscópicos y enzimáticos. 
Mientras que la RNasa U2 silvestre mostraba los mismos parámetros que se habían 
descrito previamente, la recombinante parecía adoptar una conformación ligeramente 
diferente, que sugería una reorganización de los puentes disulfuro debido a las dos 
cisteínas consecutivas en la secuencia. Estos datos indicaban, por tanto, la necesidad de 
una mejora en el sistema de aislamiento de la proteína recombinante, lo que forma parte de 
los Resultados de esta Memoria. 
 
 
Las ribotoxinas 
 
Este calificativo se propuso para una familia de ribonucleasas del grupo de las RIP 
(ribosome-inactivating proteins) fúngicas que se encontraban entre los más potentes 
inhibidores del proceso de traducción, ya que, desde un primer momento, lo que más atrajo 
de ellas fue su extraordinaria capacidad citotóxica (Lamy y Davies, 1991; Lamy et al, 1992). 
De hecho, los estudios se enfocaron, en un principio, más que a la capacidad ribonucleasa 
al potencial efecto antitumoral que se podía desprender de su toxicidad, al verse ésta 
dirigida, en cierto modo, hacia determinados tipos celulares como los tumorales o los 
infectados por virus (Olson y Goerner, 1965; Olson et al, 1965; Fernández-Puentes y 
Carrasco, 1980; Fernández-Puentes, 1983; Hetler y Frankel, 1989). 
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Figura 6: Esquema de los tres tipos 
de RIP (ribosome-inactivating protein) 
según los dominios o cadenas 
funcionales que poseen. Los tres tipos 
mantienen el dominio N-glicosidasa, 
aunque en algún caso éste es 
procesado postraduccionalmente y está 
formado por más de una cadena 
polipeptídica. Dentro del tipo III se 
engloban todos aquellos ejemplos que 
no se ajustan a los anteriores, aunque el 
más representativo es el de la proteína 
JIP-60. 
Las ribotoxinas como RIP 
El hecho de actuar de forma específica frente a ribosomas hizo que las ribotoxinas se 
incluyeran en el grupo de las proteínas inactivantes de ribosomas (RIP), aunque no 
compartan la mayor parte de las características que son comunes a todas ellas, razón por 
la cual, pocos autores las tienen en cuenta (Peumans et al, 2001). Este hecho, sin 
embargo, permite considerar una evolución convergente de estas dos familias. Las RIP, 
según su caracterización inicial, son secretadas por plantas, poseen un peso molecular de 
27-32 KDa las de tipo I (formadas por una única cadena polipeptídica, descritas más de 50), 
y 56-65 KDa las de tipo II (formadas por dos cadenas polipeptídicas, 15 descritas), y 
actividad N-glicosidasa, ejercida de forma específica sobre un único nucleótido del RNA 
ribosomal (Figura 6) (Stirpe et al, 1992). En cuanto a su capacidad para internarse en las 
células diana, las de tipo II lo hacen gracias a la interacción de una de sus cadenas 
polipeptídicas, que es una lectina, con azúcares de la membrana, mientras que las de tipo I 
no tienen un mecanismo común, al no presentar un dominio específico para esa función, 
incluso muchas de ellas no son citotóxicas. Por lo tanto, las ribotoxinas, según sus 
características generales de interacción con membranas y su sustrato intracelular, tal y 
como se describirá más adelante, se podrían incluir en las RIP de tipo I con carácter 
citotóxico. Actualmente, debido a la aparición de numerosas excepciones a esta definición 
de RIP, se han modificado las características de la familia. Así, hay un nuevo grupo de RIP 
(tipo III), con proteínas que poseen dominios adicionales de funcionalidad desconocida 
(Figura 6) (Nielsen y Boston, 2001; Peumans et al, 2001). También se han descrito RIP de 
tipo I con un tamaño menor al esperado, lagenina y calcaelina (20KDa), e incluso 
producidas por otros organismos diferentes a las plantas (Wang y Ng, 2000; Ng et al, 2003). 
En cuanto a su actividad N-glicosidasa, ésta es tan destacable como la actividad 
ribonucleasa que ejercen las ribotoxinas, ya que también es una extraordinariamente 
específica frente al ribosoma, al dar lugar a una despurinización de la A4324 (numeración del 
rRNA 28S de rata), situada junto al enlace fosfodiéster que hidrolizan las ribotoxinas, en el 
lazo sarcina/ricina (SRL) (Figura 7A y B) (Marchant y Hartley, 1995). Este SRL es una 
estructura muy característica del ribosoma, localizado dentro de la subunidad grande, en el 
mayor de los RNA ribosomales, y que resulta clave para su funcionalidad, como se describe 
en un apartado posterior de esta Memoria. El nombre de esta región del rRNA se explica 
fácilmente, ya que la ricina y la α-sarcina son, respectivamente, la RIP de tipo II y la 
S S
PAP, tricosantina, 
kirilowinas, momorcharinas
b-32 de maíz
ricina, abrina,
toxina de Shiga
JIP-60
dominio N-glicosidasa
30KDa
dominio lectina 30KDa
Tipo
dominio 
función desconocida
I
II
III
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SRL
ribotoxina mejor estudiadas, y de las toxinas más potentes, habiendo sido incluso la primera 
empleada en el diseño de armas biológicas (DaSilva et al, 2003). No obstante, una de las 
diferencias fundamentales entre estas dos toxinas se encuentra en la especificidad frente a 
distintos ribosomas. La ricina (aunque esto no es extensible a todas las RIP) sólo hidroliza 
ribosomas eucariotas, y sin embargo las ribotoxinas (en este caso, sí toda la familia) 
ejercen su acción frente a todos los tipos (Endo y Wool, 1982; Chaddock et al, 1996). 
Tanto las RIP como las ribotoxinas producen la inhibición de la biosíntesis de proteínas 
que, en última instancia, es la causante de la muerte de las células diana. Sin embargo, 
recientemente se están descubriendo actividades adicionales de las RIP, que podrían estar 
relacionadas con diferencias sustanciales que se dan entre miembros de la familia, como un 
diferente mecanismo de acción, o función biológica, o especificidad de la toxicidad. Entre 
ellas se encuentra, por ejemplo, la actividad ribonucleasa de PAP, momorcharinas y 
kirilowinas; pero, aunque podría ser otra señal de la evolución convergente con las 
ribotoxinas, aún no está claramente demostrada, pues la posibilidad de la contaminación de 
las preparaciones no está del todo descartada (Mock et al, 1996; Peumans et al, 2001). 
 
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: El sustrato de las ribotoxinas. 
A.- Estructura de la subunidad mayor del ribosoma de H. marismortui a 2.4 Å (figura procedente de Steitz y 
Moore, 2003). Las proteínas (identificadas según la nomenclatura correspondiente) aparecen en azul y el RNA en 
blanco y rojo. Las proteínas mostradas como cintas verdes corresponden a estructuras obtenidas independientemente 
y acopladas en el modelo. Se indica la posición del lazo sarcina/ricina (SRL). 
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Figura 7 (continuación): 
B.- Distintas características del lazo sarcina/ricina (Correl et al, 1998). A la izquierda se señalan (amarillo) el SRL y 
algunas proteinas ribosomales adyacentes en la estructura tridimensional de la subunidad grande del ribosoma de H. 
marismortui (1JJ2 en el PDB). A la derecha se muestra la secuencia y estructura de dicho elemento procedente del 
ribosoma de rata (y entre paréntesis la numeración del correspondiente en E. coli). Con el mismo color aparece el 
mismo elemento de estructura secundaria en las dos representaciones; así, en rojo la zona con apareamientos de 
Watson y Crick, en azul la región previa a la G prominente (4319) y el giro S (amarillo), con apareamientos no 
canónicos, y en verde el tetrabucle, indicando las bases sobre las que actúan las proteínas ricina y α-sarcina. 
C.- Estructura cristalina del complejo restrictocina-análogo de SRL (Yang et al, 2001, número de acceso del 
PDB: 1JBS). En esta estructura el análogo del sustrato se encuentra distorsionado en la región del tetrabucle al 
compararlo con la estructura libre mostrada en B y por ello no se corta. La proteína se representa en modo de cinta 
con los residuos catalíticos resaltados en rojo, Glu-95, His-136 y azul, His-49. La nomenclatura de los bucles de la 
proteína es la misma que la que se ha dado a la α-sarcina. En el RNA se señala el esqueleto fosfodiéster en negro y 
las bases nitrogenadas en gris a excepción de la G prominente en amarillo, el tetrabucle (GAnUdA) en verde, y el 
grupo fosfato objeto de corte por la enzima en rosa. (nU= 2’-amino-ribosa; dA= desoxirribosa). 
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A pesar de las grandes diferencias con las ribotoxinas, las RIP se pueden utilizar como 
modelo comparativo para explicar aspectos como la secreción por la célula productora, la 
internación en la célula diana, el reconocimiento del lazo sarcina/ricina en el ribosoma, la 
función biológica y las posibles aplicaciones terapéuticas. Así, la potencia como toxinas 
viene dada en ambos casos por su especificidad y rápido recambio a la hora de ejercer su 
actividad catalítica, siendo capaces, ambos tipos de toxinas, de matar una célula con una 
única molécula de proteína que alcance el citosol (Kao y Davies, 1995; Lord et al, 2003). En 
cuanto al reconocimiento del sustrato, la especificidad varia según la RIP; hay algunas que 
actúan únicamente sobre ribosomas eucariotas y otras sobre cualquiera (Chaddock et al, 
1996). Por último, su mecanismo de secreción, mediante orgánulos membranosos, permite 
mantener en compartimentos diferentes las RIP y los ribosomas, además de producirse en 
forma de precursores inactivos que no adquieren la conformación nativa hasta encontrarse 
en las vacuolas (Frigerio et al, 1998). Para las ribotoxinas, sin embargo, debe darse una 
compartimentación efectiva durante su secreción porque los precursores son 
ribonucleolíticamente activos (Martínez-Ruiz et al, 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Representación esquemática de los mecanismos de entrada de distintas proteínas citotóxicas en la 
célula diana. Se muestran la ricina como ejemplo de RIP tipo II (una cadena con actividad N-glicosidasa sobre el 
ribosoma y otra de reconocimiento del receptor de la membrana), la onconasa como ribonucleasa inespecífica capaz 
de evadir el inhibidor de ribonucleasas citosólico, y la α-sarcina como ribotoxina. En los tres casos se da un proceso 
endocítico aunque de distintas características, especialmente en cuanto a la translocación al citosol se refiere. 
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Respecto a la forma de entrada en la célula diana, la primera interacción con la 
membrana externa varía entre las RIP. Por ejemplo, las de tipo II interaccionan de forma 
específica con restos de galactosa (Agapov et al, 1997), y las de tipo I glicosiladas con 
receptores de carbohidratos (Nielsen y Boston, 2001), incluso algunas se unen al receptor 
de LDL o de quimiocinas (Chan et al, 2000b). La interacción directa con lípidos de la 
membrana, como ocurre con las ribotoxinas, se ha estudiado con RIP como la saponina 
(Liu et al, 1997). Posteriormente, la internación, que ha sido bien caracterizada para el caso 
de la ricina, se lleva a cabo mediante endocitosis, tanto dependiente como independiente 
de clatrina, llegando hasta el retículo endoplásmico donde, aprovechando el translocón, 
entra al citoplasma la subunidad catalítica y ejerce su actividad tóxica tras escapar del 
proteosoma (Figura 8) (Simpson et al, 1999; Sandvig y van Deurs, 2002; Lord et al, 2003). 
La muerte celular se produce por apoptosis (Bolognesi et al, 1996), en la que, según los 
casos, hay más factores implicados además de las caspasas (Zhang et al, 2001). 
 
Características generales 
El primer miembro descubierto de la familia de las ribotoxinas fue la α-sarcina, en el año 
1963, dentro de un programa de búsqueda de sustancias antitumorales llevado a cabo por 
el Departamento de Salud de Michigan, recibiendo este nombre por los efectos inhibidores 
que producía ante el sarcoma 180 de rata (Olson y Goerner, 1965; Olson et al, 1965). De 
forma similar aparecieron la restrictocina y la mitogilina, pero no fue hasta finales de los 
años 70 cuando se descubrió su mecanismo molecular de acción (Schindler y Davies, 
1977) y, ya en los 80, cuando se empezaron a establecer comparaciones con sus 
homólogas, las RNasas microbianas extracelulares del tipo T1 (Sacco et al, 1983; López-
Otín et al, 1984; Fernández-Luna, 1985). 
Más recientemente se ha podido generalizar esta idea de ribonucleasas con funciones 
biológicas especiales (risbasas) al encontrarse casos similares entre otras superfamilias de 
RNasas (D’Alessio et al, 1991). Dentro de la superfamilia de la RNasa A, por ejemplo, y a 
pesar de mantener el mismo plegamiento general en todos los casos, se encuentran, entre 
otras, la RNasa seminal bovina (BS) y la onconasa, con propiedades antitumorales 
(Matousek et al, 2003), la angiogenina con capacidad angiogénica y actividad “RIP” 
(Riordan, 2001) y la neurotoxina derivada de eosinófilos (EDN) (Rosenberg y 
Domachowske, 1999) (Tabla I). De este modo, es más correcto especificar “ribotoxinas 
fúngicas” para referirse a las homólogas a la RNasa T1. 
Hasta la fecha, se han descrito como pertenecientes a esta familia 7 miembros 
producidos por el género Aspergillus, siendo los más representativos la α-sarcina, la 
restrictocina, la mitogilina y Asp f 1. Además se han caracterizado seis genes de distintas 
cepas de Penicillium a los que se han denominado a-sarcinas, y un último estudio de 
distintas cepas fúngicas dio como resultado seis cepas más, positivas para la presencia del 
gen y de la proteína (cinco de Aspergillus y una de Neosartorya glabra). (Figuras 2 y 9) 
(Martínez-Ruiz et al, 1999a) 
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                 β1A   β1B  gβ1  β2A   β2B     α1           bucle1    β3    bucle2A          α2 
sarcina       AVTWTCLNDQKNPKTNKYETKRLLYNQNKAESNSHHA--PLSDGKTGSSYPHWFTNGYDGDGKLPKGRTPIKFGKSD 75 
1             .....................................--...................................... 
2             ...................................Q.--.....................E................ 
3             .....................A...............--.....................E..I...........V. 
4             ...............K.....................--.....................E..IL............ 
5             .....................................--........................IL...A......V. 
gigantina     ........E...I..............D.........--.....................E..IL............ 
c-sarcina     .A....M.E..........N........N....A...--........................IL.......L.N.. 
clavina       .A....M.E..........N........N....A...--........................IL.......W.N.. 
restrictocina –A....I.Q.L......W.D.....S.A.........--.....................N...I..........A. 
mitogilina    -A....I.Q.L......W.D.......A.........--.....................N...I..........A. 
Asp f 1       -A....I.Q.L......W.D.......A.........--...........A.........N...I..........A. 
               .****:*:* * **:*:* * ***.* :****:*:*--***********.*********:**: ***:*** *: * 
RNasa U2   CDIPQSTN.G--------------GNV.SNDDINTAIQG.LDDVAN.DRPDN...QYYDEA---------SED.TLCC-- 55 
 
              α2      bucle2B     β4         bucle3           β5  bucle4   β6  bucle5 β7       sarcina       CDRPPKHSKDGNGKTDHYLLEFPTFPDGHDYKFDSKKPKENPGPARVIYTYPNKVFCGIIAHTKEN-QGELKLCSH 150 
1             ..............S.........................D.........................-..D...... 
2             ..............S.........................D.............A...........-..D...... 
3             ..............S.........................D.................Y.......-..D...... 
4             ..G...........S.........................D.........................-..D...... 
5             ..............S.........................D.........................-.RA...... 
gigantina     ..............N.........................D......................R..-......... 
c-sarcina     .........NVD..N..............Q.N........D..................V...R..-..D...... 
clavina       .........N.D..N..............Q.N........D..................V...R..-..D...... 
restrictocina ........QN.M..D...........................N................V..QRG.-..D.R.... 
mitogilina    ........QN.M..D...........................N................V..QRG.-..D.R.... 
Asp f 1       ........QN.M..D.........................D..................V..QRG.-E.D.R.... 
              ** *****::  ** **************:*:********:*.***********.*** :** : *-:  *:**** 
RNasa U2      --------------GSGPWS...LV-YNGP.YSS-RDNYVS...D....QTNTGE..ATVT..GAASYDGFTQ..- 114 
 
Figura 9: 
A.- Árbol filogenético de las ribotoxinas. Se ha empleado la máxima secuencia nucleotídica, correspondiente a 76 
aminoácidos, conocida en todos los organismos positivos para la presencia de ribotoxina (Martínez-Ruiz et al, 1999a). 
No está incluida la hirsutelina A. La escala es en porcentaje de distancias de Jukes y Cantor. Están agrupadas en tres 
subfamilias según estas distancias. 
B.- Alineamiento de secuencias de aminoácidos de las ribotoxinas. Están incluidas todas las que se conocen de 
forma completa hasta la fecha excepto la hirsutelina A, además de la RNasa U2 como modelo comparativo. Se 
encuentran ordenadas según su identidad con respecto a la α-sarcina. Los números 1-5 corresponden a las a-
sarcinas de Penicillium daleae, P. spinolosum, P. digitatum, P. resedanum y P. aculeatum respectivamente. (.) 
representa el mismo residuo que en la secuencia de la α-sarcina, (-) indica ausencia de aminoácido. Se señalan los 
distintos elementos de estructura secundaria para la α-sarcina y la RNasa U2. El código de colores es el de las 
Figuras 3 y 5, la nomenclatura es la de la α-sarcina. Secuencias obtenidas de la base de datos Swiss Prot. 
(a-sarcinas) 3
2
1
A
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Del análisis filogenético, realizado con la secuencia génica más larga que se conoce en 
todos estos casos, se extraen varias conclusiones (Figura 9A). La primera es que, a 
diferencia de lo que se pensó en un principio, la distribución de las ribotoxinas entre el reino 
de los hongos no está restringida sólo al género Aspergillus (Martínez-Ruiz et al, 1999a). El 
hecho de que las especies de Penicillium que contienen ribotoxinas aparezcan más 
próximas a ciertas especies de Aspergillus, que éstas últimas entre sí, tampoco debe 
sorprender tanto ya que estos dos géneros siempre han sido considerados como muy 
cercanos en la evolución, independientemente del método de análisis empleado (Verweij et 
al, 1995). Además, hay que destacar que algo similar ocurría ya dentro de la familia de la 
RNasa T1. Por último, esta clasificación permite hablar de tres grupos de ribotoxinas, 
aunque la máxima variabilidad de secuencia que aparece entre ellas es del 18%. Así, 
estarían la restrictocina, la mitogilina, la Asp f 1 (diferentes entre sí en un máximo de 5 
aminoácidos) y las procedentes de A. fischeri, A. glaucus y N. glabra en el primer grupo; las 
secretadas por A. clavatus (clavina y c-sarcina) y A. viridinutans, en el segundo; y por último 
las del género Penicillium junto con las de A. giganteus (entre ellas α-sarcina y gigantina). 
Aunque mucho menos estudiadas, y con un tamaño más pequeño, han aparecido 
enzimas con una actividad similar a la de estas ribotoxinas fúngicas, siendo sus organismos 
productores diferentes a los mencionados hasta ahora. Es el caso de la tricolina (14 KDa, 
de Trichoderma viride) (Lin et al, 1991) y la hirsutelina A (14 KDa, de Hirsutella thompsonii) 
(Martínez-Ruiz et al, 1999b), de organismos microbianos, y de la RNasa (13 KDa) de Biota 
orientalis (Xu et al, 2004) y la lufina-S (10 KDa) de Luffa cylindria (Gao et al, 1994), 
producidas por plantas, aunque el mecanismo enzimático de esta última no se conoce lo 
suficiente como para clasificarla inequívocamente como ribotoxina. Esto corrobora la idea 
de que las ribotoxinas son enzimas más ubicuas de lo que hasta ahora se pensaba. Y el 
hecho de aparecer proteínas con una similitud de secuencia mucho menor que el 82%, que 
es el mínimo descrito para las anteriores, pero manteniendo propiedades funcionales, da 
idea de una evolución no tan reciente como se creía, que ha podido pasar por distintos 
intermediarios evolutivos lo que, de hecho, se piensa que representaría la hirsutelina A. 
 
Características estructurales 
Todas las ribotoxinas fúngicas poseen 149-150 aminoácidos, son básicas y sus dos 
puentes disulfuro se encuentran perfectamente conservados, siendo uno de ellos homólogo 
a prácticamente todo el resto de RNasas microbianas extracelulares (6-148 en α-sarcina, 6-
103 en T1 y 9-113 en U2) y el otro igual al de las RNasas de los hongos basidiomicetos (76-
132 en α-sarcina, 55-95 en U2) (Figura 3) (Wool, 1997; Martínez-Ruiz et al, 1999a; Kao et 
al, 2001). En cuanto a su secuencia de aminoácidos, la comparación de todas las que se 
conocen deja ver la gran similitud entre ellas, pudiendo incluso considerarse que algunas 
fueran isoformas de una misma proteína (Figura 9B). Las mayores diferencias aparecen en 
las zonas amino y carboxilo terminal, así como en las regiones 59-74 y 84-90 (en el bucle 
2), aunque muchos de los cambios son conservativos. Cuando se comparan con la de la 
RNasa U2, las secuencias adicionales que las ribotoxinas presentan se localizan 
esencialmente en las regiones 7-22, 64-74 y 82-97 (numeración de α-sarcina) (Figura 9B). 
Además, se conoce la estructura tridimensional de dos de ellas, la α-sarcina y la 
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restrictocina, que encajan perfectamente al superponerse, y mantienen el patrón de 
plegamiento general de las RNasas microbianas extracelulares, una α-hélice y 5 hebras β 
(Figuras 1 y 5) (Yang y Moffat, 1996; Pérez-Cañadillas et al, 2000), si bien en el caso de la 
restrictocina no se conoce la estructura de la segunda lámina β de la horquilla amino-
terminal (Figura 9). En cuanto a las estructuras de las ribotoxinas y la de la RNasa U2 
(Figura 5), llama la atención la estructura de la horquilla amino-terminal de las primeras, 
porque es mucho más larga y sobresale de lo que sería el núcleo estructural principal de la 
proteína (la segunda lámina y el giro β que son, simplemente, dos Gly en la RNasa U2) 
(Figura 9B). También destaca el bucle 2, de estructura no ordenada que es mucho más 
largo. Otras diferencias claras en cuanto a su estructura son, una α-hélice algo más corta 
en las ribotoxinas y una distinta disposición de los cinco bucles que conectan el núcleo 
estructurado de todas estas proteínas. (Figura 5, superposición α-sarcina/RNasa U2). 
 
Mecanismo catalítico 
En cuanto a su actividad ribonucleolítica, también son ribonucleasas ciclantes ácidas 
(Figura 4), pero con una especificidad por el sustrato extraordinariamente más restringida 
que la simple preferencia por un tipo de nucleótido (Lacadena et al, 1998). Su sustrato 
natural es el ribosoma (de ahí el estar incluidas dentro de las RIP), y en concreto, como ya 
se ha comentado, el único enlace fosfodiéster que rompen (G4325-A4326 del rRNA 28S de 
rata) está localizado en el lazo sarcina/ricina, dando lugar al comúnmente llamado 
fragmento α (488 bases en el rRNA 28S de rata) como producto de la reacción (Figura 7A y 
B) (Endo y Wool, 1982; Endo et al, 1983; Endo et al, 1988). La acción de las ribotoxinas 
desemboca en la inhibición de la síntesis de proteínas de la célula sobre la que actúan, al 
ser este corte suficiente como para impedir la unión al ribosoma de factores esenciales en 
el proceso de traducción, aminoacil-tRNA dependiente de EF-1:GTP y EF-2:GTP (o EF-Tu y 
EF-G, respectivamente, si son ribosomas procariotas) (Brigotti et al, 1989). Una vez 
descubierto su mecanismo de acción, éste ha sido objeto de numerosos estudios, con la 
intención de discernir el modo por el que las ribotoxinas son tan específicas. Así, no sólo la 
estructura del ribosoma, obtenida recientemente (revisado por Moore y Steitz, 2003), o la de 
las propias ribotoxinas, y complejos con análogos de sustrato (Yang et al, 2001), están 
arrojando luz a esta interacción (Figura 7A y C), sino también los estudios bioquímicos, con 
variantes tanto del sustrato como de la propia enzima, y cuyos orígenes se remontan a 
hace unos 30 años (Endo et al, 1988; Glück et al, 1994; Kao y Davies, 2000). En este 
sentido, sin embargo, los estudios comparativos entre los distintos miembros de la familia 
son escasos. De forma cualitativa se ha comprobado que todas las ribotoxinas de las que 
se conoce su secuencia de aminoácidos, y se han aislado a homogeneidad suficiente, 
conservan dicha especificidad cuando se utilizan a concentraciones bajas de proteína 
(intervalo nM). Del mismo modo que ocurre con la RNasa U2 y su familia, esta especificidad 
se pierde a medida que se aumenta la concentración de enzima. Con concentraciones del 
orden micromolar son capaces de hidrolizar el RNA de forma exhaustiva, presentando una 
preferencia por guanina en el extremo 3’ (Endo et al, 1983). Esta pérdida de especificidad 
se demuestra con la hidrólisis por parte de las ribotoxinas de análogos de sustrato, como 
homopolinucleótidos del tipo poli(A), poli(G) y poli(I). Incluso el sustrato mínimo, un 
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dinucleótido, es susceptible a esta hidrólisis, a pesar de no tener mucho que ver con el 
sustrato natural en cuanto al modo en el que es reconocido por la enzima. Esta actividad 
“inespecífica” ha permitido estudiar el mecanismo catalítico a nivel molecular, 
comprobándose que, al igual que las otras RNasas no tóxicas representadas por la RNasa 
T1, son ribonucleasas ciclantes, con un centro activo prácticamente idéntico (Figura 1) 
(Lacadena et al, 1998; Lacadena et al, 1999). Sin embargo, una diferencia fundamental es 
su eficacia catalítica en relación con esta actividad inespecífica, que es varios órdenes de 
magnitud menor. Por lo tanto, la ventaja que presentan las ribotoxinas, en cuanto a su 
actividad ribonucleasa, frente sus homólogas no tóxicas, es su extraordinaria especificidad. 
Es decir, considerando como sustrato el ribosoma completo, las ribotoxinas son mucho más 
eficaces que las RNasas no específicas, ya que sólo necesitan hidrolizar un único enlace, 
de los cerca de 7000 presentes en el ribosoma, para inactivarlo (Endo et al, 1983).  
 
El ribosoma como sustrato de las ribotoxinas 
El ribosoma es uno de los complejos macromoleculares esenciales para cualquier 
organismo capaz de replicarse, y esto incluye no solamente a las células, tanto eucariotas 
como procariotas, sino también a los virus, que lo aprovechan de la célula que infectan. De 
hecho, se encuentran también en mitocondrias y cloroplastos, restos evolutivos de 
organismos vivos independientes (Mears et al, 2002). A pesar de su gran complejidad, el 
ribosoma está altamente conservado en todas las especies vivas, lo que da cuenta de la 
importancia de su función, la biosíntesis de proteínas. El interés que despierta se ve 
reflejado en el gran número de publicaciones recientes (véanse las referencias citadas en 
Brodersen et al, 2002 y Klein et al, 2004), especialmente centradas en la determinación de 
su estructura, pero también en su funcionalidad, tanto directa como en relación al 
metabolismo celular. En este contexto ha sido determinante el estudio del modo de acción 
de sustancias tóxicas, que interfieren en los distintos eventos que ocurren durante la 
formación del enlace peptídico. No se trata sólo de las ribotoxinas y las RIP, sino también 
antibióticos del tipo de la puromicina y la tioestreptona que, en definitiva, actúan bloqueando 
la formación del enlace peptídico (Rodríguez-Fonseca et al, 2000; Brandi et al, 2004), u 
otros como la eritromicina, que producen su efecto inhibitorio sobre el canal de salida del 
péptido formado (Tenson et al, 2003). Sin embargo, la mayor potencia de las RIP y las 
ribotoxinas, en comparación con los antibióticos mencionados, se basa en que son enzimas 
y, además, con una extraordinaria capacidad de recambio. Así, para la ricina, por ejemplo, 
ésta es de 1500 min-1 y para la α-sarcina de 55 min-1 (Olsnes et al, 1975; Endo et al, 1983; 
Larsson et al, 2002). 
La traducción del mRNA pasa por varias etapas clave, que se localizan en la zona de 
interacción de las dos subunidades del ribosoma (Figura 10A). Entre ellas está el 
reconocimiento, energéticamente favorable, del par codón-anticodón, entre el mRNA y el 
aminoacil-tRNA correspondiente, que se da en la subunidad pequeña, y la formación del 
enlace peptídico, catalizada por el centro GTPasa, en la subunidad grande (Ogle et al, 
2003; Rodnina y Wintermeyer, 2003). El hecho de que este centro GTPasa esté constituido 
enteramente por rRNA permite considerar al ribosoma, en esencia, como una ribozima 
(Steitz y Moore, 2003). En ambos procesos participa el aminoacil-tRNA portador del 
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aminoácido que se va a incorporar a la cadena peptídica, aunque en conformaciones 
diferentes, y para ello, entre otras cosas, se requiere de la interacción con el factor de 
elongación Tu (o eEF-1 de eucariotas). Este complejo ternario, aminoacil-tRNA:EF-Tu:GTP, 
se ancla en el ribosoma, de forma que el reconocimiento del anticodón del tRNA favorece la 
hidrólisis de GTP por parte del factor de elongación (por un reordenamiento de su dominio 
G), que se libera, dando lugar al cambio conformacional requerido por el tRNA para que se 
forme el enlace peptídico (Figura 10) (Rodnina et al, 1995; Valle et al, 2003a). La mayor 
parte de las interacciones esenciales que se dan a lo largo de este proceso ocurren en la 
subunidad grande del ribosoma, tanto con el RNA ribosomal (el centro GTPasa y el SRL), 
como con proteínas ribosomales: la L11, que ayuda a mantener la conformación del centro 
GTPasa, el heterodímero L7/L12, y, algo más alejadas, la L3, L6 y L14 (nomenclatura de 
organismos procariotas para todas ellas) (Figuras 7A y 10) (Ban et al, 1999; Uchiumi et al, 
1999; Uchiumi et al, 2002; Wilson y Nechifor, 2004). Los estudios bioquímicos que han 
demostrado estas interacciones se han corroborado con las numerosas estructuras 
obtenidas por difracción de rayos X, tanto de proteínas ribosomales y de fragmentos del 
rRNA, como de las subunidades completas de ribosomas procariotas (Noller et al, 2001; 
Olge et al, 2003; Steitz y Moore, 2003). Además, la criomicroscopía electrónica está 
permitiendo estudiar distintos pasos individuales de la elongación, con distintos factores y 
moduladores unidos (Valle et al, 2003a y 2003b; Gilbert et al, 2004). 
En el ribosoma, el SRL, el lazo localizado en el dominio VI del rRNA 23S (o 28S en 
rata), está formado por un tallo de RNA en doble hélice, que mantiene el tetrabucle GAGA y 
la guanina denominada G prominente, y tiene un total de 30-35 nucleótidos, de los que 12 
están universalmente conservados (5’-AGUACGAG↓AGGAA/CC-3’) (Figura 7B) (Szewczak 
et al, 1993; Szewczak y Moore, 1995; Seggerson y Moore, 1998). Se ha resuelto la 
estructura de este lazo de forma independiente, coincidiendo con la que muestra en el 
ribosoma, y observándose que se encuentra expuesto dentro de la subunidad grande 
(Figura 7A y B) (Correll et al, 1998 y 1999; Ban et al, 1999). Además, los ensayos 
bioquímicos han demostrado que, no sólo las ribotoxinas (que hidrolizan el segundo enlace 
GA del tetrabucle) y las RIP que actúan como la ricina (desadenilando la primera A del 
tetrabucle), sino que también los factores de elongación EF-Tu y EF-G (EF-1 y EF-2 
respectivamente en eucariotas) interaccionan con este SRL, con lo que se daría una 
competencia en una situación in vivo (Moazed et al, 1988). Hasta ahora, por lo que se ha 
descrito, parece que el reconocimiento de este sustrato por las ribotoxinas se da a través de 
la G prominente y el giro S que, según el cristal SRL-restrictocina, interaccionaría con los 
bucles 1 y 3 de la proteína, siendo dicho nucleótido el único realmente esencial para la 
actividad ribonucleolítica específica (Figura 7C) (Macbeth y Wool, 1999; Yang et al, 2001). 
Una vez “anclada” la ribotoxina, ésta ejercería su acción sobre el enlace situado a 12 Å de 
esa G prominente, no siendo estrictamente necesario el que en él participe otra G (Glück y 
Wool, 1996). Por último, parece darse un cambio de conformación en el tetrabucle GAGA, 
provocado por la interacción RNA-proteína, para permitir la reacción de hidrólisis a través 
del intermediario cíclico, algo, por otro lado, también descrito para la RNasa T1 en su 
mecanismo catalítico (Correll et al, 1998). 
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Figura 10: Diagrama del proceso de biosíntesis de proteínas por el ribosoma. 
A.- Dinámica de la formación del enlace peptídico. (Parte superior) Unión del complejo aminoacil-tRNA-EF-Tu al 
sitio A del ribosoma y etapa de comprobación de la lectura correcta del par codón-anticodón, acontecimientos previos 
a la formación del enlace peptídico (Ramakrishnan, 2002). (Parte inferior) Secuencia de la unión, hidrólisis de GTP y 
liberación de los dos factores de elongación, EF-Tu y EF-G, así como algunos de los cambios conformacionales 
observados con respecto a los aminoacil-tRNAs unidos al ribosoma (Ban, 2004).  
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Figura 10 (continuación): 
B.- Detalle de la estructura del complejo aminoacil-tRNA-EF-Tu unido al ribosoma (Valle et al, 2002). (Parte 
superior) La estructura cristalina del complejo ternario unido al ribosoma se ha acoplado a la densidad electrónica 
correspondiente obtenida por criomicroscopía. Se señalan los elementos de contacto del aminoacil-tRNA-EF-Tu (TC) 
con ambas subunidades, destacando el SRL. (dc: zona de interacción codón-anticodón). (Parte inferior) Ajuste de la 
estructura cristalina del complejo ternario en su forma libre (completo en 1; sólo el tRNA, en naranja, en 2), y la del 
aminoacil-tRNA, procedente de un complejo con el ribosoma (en 3 y 4, color rosa), al mapa obtenido por 
criomicroscopía. La combinación de ambos ajustes sugiere el posible movimiento ejercido por el tRNA tras la 
liberación de EF-Tu (3 y 4) para la formación del enlace peptídico, inducido por el movimiento de cierre de la 
subunidad pequeña sobre la grande del ribosoma (indicado en la parte superior). 
 
En cuanto a la inactivación del ribosoma producida por esta hidrólisis, se debe a la 
imposibilidad de unión de los factores de elongación a esa región (y probablemente también 
de los de iniciación y terminación), necesaria para anclar los aminoacil-tRNA y promover, 
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posteriormente, una conformación adecuada para la formación del enlace peptídico (EF-Tu) 
así como su translocación dentro del ribosoma (EF-G) (Figura 7A) (Miller y Bodley, 1991; 
Furutani et al, 1992; Andersen et al, 2003). Aunque esto no está estudiado en detalle, 
probablemente sea un cambio de conformación del SRL, tras su hidrólisis, lo que 
desencadene el efecto inhibitorio (Larsson et al, 2002). 
El reconocimiento de proteínas ribosomales por parte de las ribotoxinas no parece 
esencial, ya que éstas también producen la hidrólisis específica del rRNA desnudo, aunque 
mucho menos eficazmente (Miller y Bodley, 1988). Pero sí se han observado ciertas 
interacciones, no sólo con la α-sarcina, sino también con otras RIP, como la PAP o la ricina, 
que estarían de acuerdo con el entorno del SRL definido mediante cristalografía. Por 
ejemplo, la L3 (conservada en eucariotas y procariotas) parece verse afectada por la α-
sarcina y la ricina, mientras que la L14e (que sólo aparece en eucariotas) sólo lo estaría por 
esta última (Terao et al, 1988). Otro factor a tener en cuenta es que las proteínas que 
contactan con el SRL no están universalmente conservadas en los organismos vivos, 
pudiendo estar en ellas la clave de la diferente actividad de ribotoxinas y RIP en ribosomas 
eucariotas o procariotas (Uchiumi et al, 2002). 
 
Interacción con membranas 
La capacidad para atravesar la membrana plasmática de la célula diana es la principal 
diferencia de las ribotoxinas con respecto a las RNasas de la familia T1, y es el factor 
limitante de su citotoxicidad. Descubierta su actividad antitumoral y la base molecular de 
ésta, se comenzó el estudio de su interacción con membranas. Inicialmente se buscó un 
receptor que les confiriera cierta especificidad ya que, a pesar de que su sustrato catalítico 
natural está universalmente conservado, la acción citotóxica es más efectiva en unos tipos 
celulares que en otros. Sin embargo, al contrario que otras RIP con actividad tóxica, como 
son las de tipo II, representadas por la ricina (Stirpe et al, 1992), no se ha encontrado dicho 
receptor específico. Además, al ser las ribotoxinas proteínas sin glicosilar, tampoco se 
puede pensar en un reconocimiento inespecífico de azúcares por parte de algún receptor 
de la célula diana. Los estudios llevados a cabo por nuestro grupo, acerca de la interacción 
de la α-sarcina con vesículas lipídicas modelo, han permitido concluir que la interacción con 
los fosfolípidos de la bicapa es suficiente en estas proteínas para su translocación 
(Oñaderra et al, 1993), mostrando especificidad por los lípidos presentes (Gasset et al, 
1989). Su preferencia por fosfolípidos ácidos, como la fosfatidilserina y el fosfatidilglicerol, 
es clara, lo que sería explicable por su carácter básico, que favorecería las interacciones 
electrostáticas (Gasset et al, 1991b; Mancheño et al, 1994). Esto podría explicar la 
preferencia de las ribotoxinas por células diana de tipo tumoral, o infectadas por virus, en 
las que la pérdida de asimetría de la membrana plasmática expone al medio extracelular 
una concentración de PS mucho mayor que la que se da en una célula normal (Fernández-
Puentes y Carrasco, 1980; Turnay et al, 1993). Aún así, éste es todavía un terreno bastante 
desconocido, ya que las estructuras lipídicas de las membranas biológicas son mucho más 
complejas que los sistemas modelo habituales, no sólo en cuanto a composición sino 
también por el recambio constante de lípidos entre ellas, al participar en una gran 
diversidad de procesos biológicos, principalmente relacionados con el transporte. 
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Citotoxicidad 
Si los estudios a nivel de vesículas modelo no explican todavía determinados aspectos 
de la interacción ribotoxina-membrana, los llevados a cabo in vivo tampoco han sido 
definitivamente clarificadores. Sí se sabe que las ribotoxinas son citotóxicas para toda una 
variedad de tipos celulares (Fernández-Puentes, 1983; Turnay et al, 1993; Lipandri et al, 
1997), pero no hay modelos de entrada en la célula diana que puedan explicar las 
diferencias entre unos casos y otros. Lo más concluyente se ha observado para la α-
sarcina, cuya llegada al citoplasma de las células diana ocurre por transporte mediante 
endosomas ácidos, independiente de clatrina, dándose su translocación desde el aparato 
de Golgi (Figura 8) (Olmo et al, 2001). Además, la toxicidad que ejerce es totalmente 
dependiente de su actividad sobre los ribosomas, que desencadena el proceso apoptótico 
implicando a la caspasa-3. A pesar de no conocerse muchos más datos al respecto, se 
pueden extrapolar algunos de los resultados obtenidos con otras ribonucleasas, e incluso 
con algunas RIP, como lo que se ha comentado acerca de la ricina (Figura 8). 
En el universo de las ribonucleasas, las ribotoxinas no son las únicas proteínas 
citotóxicas. Dentro de la superfamilia de la barnasa, algunas de las ribonucleasas 
microbianas también lo son, como la propia barnasa y la binasa, ambas con efectos 
nefrotóxicos (Makarov e Ilinskaya, 2003), y la RNasa Sa3, capaz de matar ciertas células 
tumorales (Sevcik et al, 2002). La citotoxicidad de esta última ha sido atribuida, 
recientemente, a su particular basicidad al compararse con la de otros miembros de la 
familia, tan cercanos como Sa (50% de similitud) (Figura 2). De hecho, aumentar la carga 
positiva de la RNasa Sa, pasando de tener pI=3,5 a pI=10,2, le confiere una toxicidad 
similar a la de Sa3 (Ilinskaya et al, 2002). Más alejadas filogenéticamente se encuentran las 
ribonucleasas de la superfamilia de la RNasa A. En cuanto a ellas, destacan los estudios 
comparativos de citotoxicidad entre la RNasa BS, la onconasa y la propia RNasa A 
(Matousek et al, 2003). Al ser enzimas procedentes de organismos eucariotas, y de patrón 
de plegamiento similar, es esperable que sean susceptibles al inhibidor intracelular (RI) de 
ribonucleasas. La toxicidad que presenta la RNasa BS, en contraposición a la RNasa A, se 
atribuye a su capacidad de dimerizar, lo que posibilitaría su interacción con membranas y 
su escape a la acción del RI (Antignani et al, 2001; Leland y Raines, 2001). La onconasa 
(ya en fase III de estudios clínicos), con un 30% de similitud con la RNasa A, tampoco es 
inhibida por RI y, además, es más básica que ésta y mucho más estable (Haigis et al, 
2003). Confirma esta relación citotoxicidad-incapacidad de unión a RI el hecho de que 
aumentando la basicidad de la RNasa A, así como dimerizándola, se consigue incrementar 
su citotoxicidad (Di Donato et al, 1994; Vatzaki et al, 1999). Recientemente, se ha 
observado que tanto la RNasa A como la onconasa se unen a la superficie de las células 
diana de tipo carcinoma y también penetran en ellas vía endocitosis ácida hasta llegar al 
trans-Golgi (Haigis y Raines, 2003). La acidez de los endosomas no es necesaria, sin 
embargo, para la translocación de estas proteínas al citosol. De hecho, la única diferencia a 
este respecto entre ambas es que la onconasa no necesita llegar al aparato de Golgi para 
pasar al citosol (Figura 8). Variaciones en los pasos finales de la endocitosis, relacionados 
con su citotoxicidad, también ocurren con la RNasa BS que, a pesar de ser capaz de 
internarse en células normales y transformadas, sólo alcanza el citosol si lo hace desde el 
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aparato de Golgi, y esto ocurre, únicamente, en las células malignas (Bracale et al, 2002). 
Por todo ello, parece claro que uno de los factores claves en la citotoxicidad es la 
basicidad de la toxina, lo que permite incluso especular con interacciones glicosídicas con 
la membrana diana, ya sea a través de glicoproteínas o de glicolípidos. Apoya esta teoría el 
caso de las defensinas y las cecropinas, péptidos anfipáticos básicos y tóxicos, capaces de 
aumentar la permeabilidad de la membrana en tumores (Johnstone et al, 2000). Pero no 
sólo influye la basicidad, sino también las diferencias entre distintas células y distintas 
ribonucleasas, en lo referente al proceso de endocitosis, así como la susceptibilidad a los 
inhibidores de ribonucleasas. 
Otra hipótesis que se está contemplando actualmente acerca de la toxicidad implica a 
las actividades secundarias que se están descubriendo en las ribonucleasas. Para el caso 
de las ribonucleasas bacterianas, su toxicidad parece estar relacionada con la actividad de 
los canales de K+ dependientes de Ca2+, que se encuentran desregulados en células 
malignas (Ilinskaya et al, 2004). La onconasa aparece implicada en la participación de los 
siRNA en la señalización celular, desencadenando, en última instancia, respuestas 
relacionadas con el oncogen ras (Ardelt et al, 2003). En el caso de la α-sarcina, sin 
embargo, hay una correlación clara entre su capacidad de inhibir la biosíntesis de proteínas, 
y la apoptosis que provoca en las células diana (Olmo et al, 2001). Lo que no se ha 
encontrado, en ningún caso, son receptores específicos en la membrana extracelular, 
aunque la unión sea inicialmente reversible y saturable. 
 
Función biológica 
Poco se conoce a este respecto. Las RIP, por ejemplo, también secretadas y potentes 
toxinas, tienen funciones biológicas principalmente relacionadas con la defensa de plantas 
ante patógenos (Nielsen y Boston, 2001). Las de tipo II (ricina) ejercen su toxicidad frente a 
todo tipo de organismos excepto hongos y bacterias, y las de tipo I, en muchos casos, son 
potentes antivirales, y es el estrés, tanto biótico como abiótico, el que induce su expresión. 
Sin embargo, para las ribotoxinas, sólo hay un par de estudios en los que se ha relacionado 
su expresión con la maduración de los conidióforos de los hongos productores, al 
encontrarse mayoritariamente en los primeros pasos de este proceso, y no en las hifas 
(Brandhorst y Kenealy, 1992). Parece, además, que su función sería evitar la destrucción 
del hongo por parte de insectos, como escarabajos, con los que actúa de forma sinérgica al 
parasitar plantas como las gramíneas (Brandhorst et al, 1996). Los conidios sólo serían 
ingeridos una vez maduros, y por tanto resistentes, favoreciéndose así su dispersión para la 
colonización que han de llevar a cabo. 
 
α-Sarcina 
Desde los primeros estudios, relacionados con su actividad antitumoral, hasta los más 
recientes análisis de su estructura tridimensional, resuelta por RMN, la α-sarcina es la 
ribotoxina más estudiada. Además, ha sido clonada, siendo nuestro grupo el que diseñó el 
sistema de producción heteróloga de la proteína, dirigida al periplasma de E. coli, con su 
secuencia nativa completa (Gasset et al, 1994; Lacadena et al, 1994). La purificación de la 
proteína recombinante soluble, con buen rendimiento, ha permitido su caracterización 
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estructural y funcional, así como el diseño de diversos mutantes de residuos específicos. En 
este sentido, destaca, por ejemplo, la demostración de que los residuos His-137, Glu-96 e 
His-50 (homólogos a los del centro activo de la RNasa T1) son catalíticos y actúan según 
un mecanismo ciclante (Figuras 1 y 4) (Lacadena et al, 1998; Lacadena et al, 1999). En 
este caso también parece que la His-50 podría ser el residuo responsable de un mecanismo 
de catálisis alternativo, actuando como base en la primera reacción. Los estudios con otros 
residuos del centro activo, como la Arg-121 (Masip et al, 2001) y la Leu-145 (Masip et al, 
2003), han demostrado su participación en la funcionalidad de la α-sarcina. En particular, la 
Arg-121 (Arg-77 en la RNasa T1) está implicada en la orientación de sustratos grandes 
dentro del centro activo y, más llamativo aún, su carga positiva es esencial para la 
interacción de la proteína con membranas. La Leu-145 (Phe en las RNasas no tóxicas) 
mantiene interacciones con la His-137, siendo en parte responsables de su bajo pKa (5,8, 
siendo 7,8 en RNasa T1), y está relacionada con la distinta orientación del bucle 5 de las 
ribotoxinas, que disminuye la accesibilidad del centro activo al disolvente (Figura 5). 
Las propiedades enzimáticas, comparadas con la RNasa U2 y RNasa T1, presentan 
importantes diferencias a nivel del centro activo. Utilizando homopolinucleótidos como 
sustratos, donde la actividad observada es inespecífica, se ha observado que la α-sarcina 
degrada poli(A), poli(G) y poli(I) (Endo et al, 1983), algo que también ocurre con la RNasa 
U2, con un perfil de actividad frente al pH restringido hacia pH ácidos. En cuanto a 
dinucleótidos, para la hidrólisis de ApA a pH 5,0, la α-sarcina tiene KM=40 µM y kcat=2x10-4 
s-1 (Lacadena et al, 1994), lo que supone una eficacia catalítica 8 veces menor que la 
RNasa T1, siendo especialmente significativa la menor kcat. Observando los centros activos 
de las RNasas U2 y T1, y de la α-sarcina, se aprecia cómo el de esta última es el más 
restringido en cuanto a su exposición al disolvente, siendo uno de los factores 
determinantes para ello, como se ha comentado anteriormente, la posición del bucle 5 
(Figuras 1 y 5). Tanto las interacciones de este bucle con la horquilla amino-terminal, como 
su longitud, repercuten en el entorno de la His catalítica principal (137 en α-sarcina). En el 
caso de la RNasa T1, con el bucle más pequeño y orientado hacia el lado contrario al 
centro activo, éste se encuentra mucho más expuesto. Esto explicaría las diferencias en 
cuanto a la eficacia catalítica de estas dos enzimas, pero no su diferente especificidad, por 
lo que, probablemente, estén implicadas interacciones del sustrato con residuos de otros 
bucles, que son llamativamente más complejos en la α-sarcina. 
Los residuos aromáticos, y en particular los triptófanos (dos en la secuencia de la α-
sarcina), han permitido caracterizar espectroscópicamente su interacción con vesículas 
lipídicas modelo (De Antonio et al, 2000). En este sentido, ya se ha mencionado cómo la α-
sarcina interacciona con vesículas ácidas (de fosfatidilserina y fosfatidilglicerol) (Gasset et 
al, 1989; Gasset et al 1991a; Mancheño et al, 1994). Ello ocurre, en primer lugar, por una 
interacción de carácter electrostático, fácilmente explicable por la densidad de carga 
positiva que la proteína expone al disolvente, especialmente en el bucle 2. Posteriormente, 
interacciona con la zona hidrofóbica de la bicapa, llegando a translocarse al interior de las 
vesículas (Oñaderra et al, 1993; Gasset et al, 1994; Gasset et al, 1995a). En esta 
interacción hidrofóbica participa, al menos, la región 116-139, como se demostró con un 
péptido sintético con esa secuencia, que consiste en dos hebras de la lámina β antiparalela 
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central, que es la zona menos cargada de la proteína (Figura 9B) (Mancheño et al, 1995). 
Incluso un péptido que comprendía únicamente la secuencia 131-139 era capaz de 
mimetizar los efectos de la proteína completa (Mancheño et al, 1998). La traslocación se 
correspondería con el descenso de estabilidad de la proteína observado al interaccionar 
con las bicapas lipídicas (Oñaderra et al, 1993; Gasset et al, 1995b) y la aparición de un 
elevado porcentaje de lámina β (Gasset et al, 1991a). Además, tras la translocación, la 
proteína mantiene su conformación, al menos la necesaria para mostrar su actividad de 
ribonucleasa inespecífica. Todo ello se parece a la hipótesis que se mantiene para la ricina, 
para la que la translocación no se daría hasta la llegada a orgánulos internos (aparato de 
Golgi y retículo endoplásmico), porque los primeros eventos de la endocitosis no requieren 
nada más que la interacción electrostática (Figura 8). La ricina parece desnaturalizarse, al 
menos parcialmente, en el retículo endoplásmico para ser reconocida por el translocón, y 
así pasar al citosol donde se renaturalizaría, escapando de la acción del proteosoma (Lord 
et al, 2003). 
 
Restrictocina 
Esta proteína, producida por A. restrictus, se diferencia tan solo en un aminoácido de la 
mitogilina (Figura 9), secretada por A. fumigatus (Rodríguez et al, 1982). Por ello, los datos 
aquí presentados valdrían para ambas y, de hecho, muchos de ellos se han obtenido con la 
mitogilina. 
Como para la α-sarcina, también se conoce su estructura tridimensional, en este caso 
resuelta por cristalografía de rayos X, aunque falta la parte más expuesta de la horquilla 
amino-terminal (Figura 5) (Yang y Moffat, 1996). La razón de esto, como además se puede 
comprobar con los estudios dinámicos realizados con la α-sarcina, es que esta zona es una 
de las más móviles de las ribotoxinas, junto con el bucle 2 (Figura 11) (Pérez-Cañadillas et 
al, 2002). Ambas estructuras, la de la restrictocina y la α-sarcina, se superponen con gran 
precisión, a pesar de sus 22 aminoácidos de diferencia, excepto en algunos elementos 
como el bucle 5, probablemente debido a esa mayor movilidad (Figura 5). 
 
 
Figura 11: Representación tubular de la 
superposición de las estructuras los 47 
confórmeros de la α-sarcina obtenidos por 
RMN (Pérez-Cañadillas et al, 2000). La anchura 
de la sección es inversamente proporcional al 
grado de definición. El código de colores es el 
mismo que en las Figuras 3 y 5. La mayor o 
menor definición estructural se correlaciona bien 
con el dinamismo de las distintas regiones de 
proteína (Pérez-Cañadillas et al, 2002). 
 
 
El estudio a nivel molecular, incluido su clonaje para la producción heteróloga, ha sido 
llevado a cabo por varios grupos (Lamy y Davies, 1991; Lamy et al, 1992; Glück et al, 1994; 
Kao y Davies, 1995, 1999 y 2000; Rathore et al, 1996; Nayak y Batra, 1997; Kao et al, 1998 
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y 2001; Nayak et al, 1999, 2000 y 2001; Goyal et al, 2002; Glück y Wool, 2002). Del mismo 
modo que para la α-sarcina, la mutagénesis dirigida de residuos individuales, y las variantes 
de deleción, han servido para ir elucidando los residuos esenciales para la catálisis y el 
reconocimiento del ribosoma, aunque nada se ha realizado a este nivel en cuanto a su 
interacción con membranas (Kao y Davies, 1999; Kao y Davies, 2000; Glück y Wool, 2002). 
Muchas de las conclusiones son idénticas a las ya mencionadas para la α-sarcina, como 
por ejemplo, la caracterización de los residuos implicados en el centro activo (Glu-95, His-
136, His-49, Arg-120) (Kao et al, 1998; Nayak et al, 2001). Asimismo, la H49 de la 
restrictocina se ha comparado con la correspondiente en la RNasa U2 (H41) y la RNasa T1 
(H40) (Nayak y Batra, 1997). De acuerdo con estos resultados, la RNasa U2 nuevamente 
aparece como la más próxima a las ribotoxinas, ya que His-49 (restrictocina) e His-50 (α-
sarcina) tienen una posición ligeramente distinta a His-40 (RNasa T1) y no son esenciales 
para el mecanismo de catálisis, aunque sí para el reconocimiento del sustrato en cuanto a 
la especificidad de base. No obstante hay que resaltar que estos resultados (Nayak y Batra, 
1997) son objeto de controversia y no se ha descartado que no se deban a la presencia de 
una actividad ribonucleolítica contaminante en la preparación de restrictocina utilizada. 
También se ha construido una serie de mutantes de deleción. De esta manera se ha 
demostrado cómo el segmento K106-K113 (secuencia homóloga a la que presenta la 
proteína ribosomal S12 de distintos organismos) del bucle 3 participa en el reconocimiento 
de la “G prominente” del lazo sarcina/ricina, perdiéndose la especificidad cuando se elimina, 
siendo la Lys-113 el residuo más importante (Figuras 7C y 9B) (Kao y Davies, 1999; Kao y 
Davies, 2000). Estos datos se corroboran con la estructura cristalina de la restrictocina y el 
análogo del SRL, mencionado previamente. Por último, queda señalar un estudio realizado 
con el péptido correspondiente a los residuos 53-91 (bucle 2), que ya se suponía que 
participaba en la interacción con membranas por su marcado carácter básico (pI=10,7) y su 
homología con Erns (glicoproteína de la cubierta del virus de la peste), que ha demostrado 
su capacidad para translocarse en células en cultivo (Langedijk, 2002). Es, por tanto, la 
primera prueba de que una porción de una ribotoxina interacciona con membranas en 
ensayos in vivo. 
Como se puede apreciar, los estudios realizados con α-sarcina y restrictocina arrojan 
resultados cualitativamente similares. No obstante se puede suponer que ambas proteínas 
muestran diferencias funcionales significativas ya que presentan notables variaciones en su 
secuencia y en su estructura, especialmente en la horquilla amino-terminal y en los bucles 2 
y 5 (Figura 9B). 
 
Asp f 1 
La tercera ribotoxina más estudiada es el alergeno Asp f 1, producida por el principal 
organismo responsable de las patologías y síndromes alérgicos en humanos debidos a 
infecciones fúngicas, el hongo Aspergillus fumigatus (Figura 12) (Kurup et al, 2002; Kurup, 
2003). Su secuencia sólo difiere en cinco aminoácidos de la de la restrictocina, por lo que 
serían de aplicación los resultados comentados anteriormente para ésta (Figura 9) (Moser 
et al, 1992). No obstante, y desde el punto de vista inmunológico, se ha de tener en cuenta 
que, pese a su similitud estructural, α-sarcina y restrictocina tienen un diferente 
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comportamiento frente a anticuerpos policlonales generados en conejo (Conde et al, 1978). 
En el caso de Asp f 1, su estudio se ha centrado más en sus propiedades inmunológicas, al 
ser uno de los principales alergenos de A. fumigatus, con destacada prevalencia en 
síndromes alérgicos de cierta gravedad, como la aspergilosis broncopulmonar alérgica 
(ABPA) (Figura 12) (Greenberger, 2002). Dentro de los alergenos descritos en dicho hongo, 
y que generan una respuesta humoral en pacientes afectados por aspergilosis invasiva, Asp 
f 1 es uno de los primeros en producirse, lo que es importante en cuanto a la inducción de 
la respuesta alérgica (Weig et al, 2001). Sin embargo, se ha visto que no es esencial para la 
patogenicidad de A. fumigatus (Paris et al, 1993; Smith et al, 1993 y 1994). Por ello, la 
investigación a este respecto se ha centrado esencialmente en la implicación de Asp f 1 en 
las respuestas celulares del sistema inmune en las patologías producidas por A. fumigatus 
(Knutsen et al, 1994; Hemmann et al, 1998; Kurup et al, 2001). Estas investigaciones 
sufrieron un cambio sustancial a comienzos de la década de los noventa, cuando se clonó 
la proteína Asp f 1 (Moser et al, 1992), siendo a partir de entonces cuando aumentaron los 
estudios en busca de sus determinantes alergénicos con el fin de poder utilizarla en 
diagnóstico y terapia de enfermedades causadas por A. fumigatus (Kurup et al, 1996; Kurup 
et al, 1998). La proteína recombinante se ha empleado en pruebas cutáneas y, más 
recientemente, debido a su toxicidad y para una mejor reproducibilidad de los resultados, en 
sistemas in vitro, como el semi-automatizado Pharmacia CAP System y en microarrays, 
junto con otros varios alergenos (Crameri et al, 1996; Nikolaizik et al, 1996; Hiller et al, 
2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Patologías ocasionadas por hongos del género Aspergillus en relación con el grado de 
inmunosupresión del paciente (Marr et al, 2002). 
 
En el 90% de las afecciones relacionadas con hongos, A. fumigatus es el principal 
responsable, debido a su ubicuidad y termoresistencia. Las numerosas patologías 
asociadas a la presencia de A. fumigatus en el tracto respiratorio se clasifican según el 
grado de inmunosupresión del individuo infectado, y de entre ellas, las alergias de tipo I 
(mediadas por anticuerpos IgE), son las mayoritarias. En ellas, a pesar de que el sistema 
inmune no se encuentre dañado, sí se produce una respuesta anómala de éste ante los 
elementos antigénicos de la molécula extraña (Figura 12) (Marr et al, 2002). Además, las 
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alergias respiratorias (los hongos usan esta vía como la principal para la colonización del 
individuo) son las que más predominan. 
En la alergia de tipo I (Figura 13), el primer paso consiste en la sensibilización del 
paciente, por la cual la presencia del antígeno induce la diferenciación de células Th2 
específicas, así como de células B productoras de IgE específicas (que reconocen epítopos 
de tipo B, conformacionales), que darán lugar a las células y a las IgE de memoria frente a 
ese alergeno. En esta sensibilización, tanto las características genéticas del individuo como 
el sitio de contacto con el alergeno, su dosis y su conformación, son decisivas. En cambio, 
tanto los individuos alérgicos como los sanos, sólo producen niveles muy bajos de IgG 
específicas para el alergeno. Posteriormente, en sucesivos contactos con el alergeno, las 
IgE unidas a sus receptores en mastocitos, y ayudadas por células Th2, desencadenan la 
respuesta inflamatoria. Como última fase de la reacción alérgica, se produce una 
proliferación de las células Th2 de memoria, gracias a la presentación de epítopos T del 
antígeno por parte de células presentadoras de antígeno (APC), dando lugar a su 
infiltración y a la activación de eosinófilos. Al ser una respuesta antígeno-dependiente, la 
terapia contra la alergia se basa en el uso controlado de formas derivadas de los alergenos 
capaces de producir IgG defensivas (del tipo IgG1 e IgG4) que compitan con las IgE 
específicas para dichos alergenos, inhibiendo la respuesta que estas inmunoglobulinas 
desencadenan y promoviendo un cambio de producción de células de tipo Th2 a Th1 
(Figura 13) (Miescher y Vogel, 2002; Valenta, 2002). Sin embargo, en la práctica esta 
terapia está todavía en fase experimental y los estudios clínicos son aún contradictorios. El 
trabajo con proteínas recombinantes ha proporcionado nuevas herramientas que solventan 
los principales problemas de este tipo de tratamiento, como son los efectos secundarios, 
incluidos los choques anafilácticos, provocados por la poca homogeneidad que presentan 
los extractos naturales usados en la terapia (Valenta y Kraft, 2002). En concreto, la idea de 
utilizar moléculas hipoalergénicas, con una actividad alérgica reducida, pero preservando 
los epítopos T y las estructuras necesarias para inducir respuestas IgG bloqueantes, es una 
de las principales propuestas estudiadas recientemente (Flicker y Valenta, 2003). El diseño 
de estas moléculas, que actualmente se basa en utilizar fragmentos peptídicos o proteínas 
desestructuradas, busca destruir los epípotos IgE conformacionales. Además, es necesario 
el estudio de las respuestas celulares del sistema inmune que estas moléculas modificadas 
desencadenan, como los procesos linfoproliferativos y la liberación de citocinas. Con este 
tipo de terapia, no solo son posibles los tratamientos para bloquear la respuesta alérgica 
una vez iniciada, sino que también sería adecuada para una vacunación profiláctica 
(Chapman et al, 2000). 
En el caso de las alergias fúngicas, sin embargo, este tipo de aproximación no está muy 
estudiada todavía. Se conocen unos 40 componentes alergénicos de A. fumigatus, estando 
clonados muchos de los que tienen naturaleza proteica (Kurup et al, 2002; Banerjee y 
Kurup, 2003); pero, en cuanto a la aplicación clínica, ésta sigue realizándose con extractos 
del hongo que, aunque algunos se comercializan, no están bien estandarizados (Esch, 
2003). Sí se han caracterizado los alergenos mayoritarios, así como su prevalencia en 
distintas afecciones alérgicas, para su posible uso diagnóstico. Aparecen tanto secretados 
(Asp f 1 y 3) como a nivel intracelular (Asp f 2, 4, 6), y con funciones diversas, como Asp f 3 
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que es una proteína peroxisomal, o Asp f 6, que es una superóxido dismutasa. Los 
alergenos 1, 2, 4 y 6 son reconocidos por pacientes sensibilizados a A. fumigatus con 
fibrosis cística y/o ABPA, mientras que, en los que son simplemente asmáticos, su 
prevalencia es menor (Hemmann et al, 1998; Kurup et al, 2000). En cuanto a la respuesta 
que desencadenan, experimentos en ratones, usando los alergenos 1, 3 y 4, han 
demostrado la capacidad de producir una respuesta alérgica tipo Th2 (inflamación e 
hiperreactividad en el tracto respiratorio) (Kurup et al, 2001). En concreto con el alergeno 
Asp f 1, el análisis de sus epítopos B y T, se ha llevado a cabo mediante el uso de péptidos 
lineales (epítopos T, respuesta Th1) o con cierta estructura secundaria (epítopos B que se 
reconocen por IgE y dan lugar a una respuesta de células B) (Kurup et al, 1998; 
Svirshchevskaya et al, 2000). Parece que la zona carboxilo-terminal de la molécula posee 
determinantes alergénicos, y en especial los residuos 115-130, localizados en el bucle 3, la 
hebra β5 y el bucle 4. Sin embargo, muchas de las conclusiones extraídas son 
contradictorias, probablemente debido a las diferentes estructuras adquiridas por los 
péptidos, ya que, en pocos casos se tiene en cuenta la conformación adoptada en el 
conjunto de la molécula completa. Por ejemplo, con relación a la zona amino-terminal de la 
proteína, los resultados son opuestos en cuanto a la unión a IgE o la estimulación de 
células T según los autores o según el fragmento de la secuencia utilizado (Chauhan et al, 
1996; Kurup et al, 1996; Kurup et al, 1998; Svirshchevskaya et al, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Diagrama de la respuesta alérgica de tipo I. Principales eventos moleculares y celulares durante el 
proceso de sensibilización y memoria (izquierda) y las siguientes exposiciones al alergeno (derecha). En rojo se 
señala el modo de acción contra esta respuesta alérgica de moléculas hipoalergénicas capaces de generar 
anticuerpos defensivos de tipo IgG. En el dibujo se representan los epítopos T (secuenciales) y B (conformacionales) 
del alergeno con dichas letras. 
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Inmunoterapia con ribotoxinas 
Uno de los objetivos míticos de los tratamientos terapéuticos es la obtención de las 
denominadas “balas mágicas” (término acuñado por Ehrlich en 1957; Sandvig y van Deurs, 
2000), con las que se conseguiría una acción terapeútica específica, eliminando los efectos 
secundarios de los fármacos al actuar únicamente sobre la diana para la que habrían sido 
diseñadas. Y en este contexto hay que señalar la construcción de inmunotoxinas. Estas 
moléculas consisten en la conjugación de un anticuerpo, o un fragmento de éste, con una 
toxina. El anticuerpo sería el responsable e la especificidad de la inmunotoxina, dirigiéndola 
únicamente hacia las células que reconoce, tumorales, infectadas por virus, causantes de 
desórdenes neuronales o problemas autoinmunes, y la toxina sería la encargada de 
producir la muerte celular (Lamy et al, 1992; Perentesis et al, 1992). Este tipo de estudios 
comenzó en los años 80, pero, hasta la fecha no hay ensayos clínicos con inmunotoxinas 
que sean totalmente satisfactorios, debido a la inmunogenicidad intrínseca de los 
conjugados y a su toxicidad basal inespecífica (Newton y Rybak, 2001). Entre los 
anticuerpos utilizados, actualmente se emplean fragmentos scFv, pequeños aunque 
suficientes para el reconocimiento y con capacidad de unirse a moléculas receptoras de la 
superficie de la célula diana, como por ejemplo el receptor de transferrina (Rathore y Batra, 
1996). En cuanto a la toxina, se han realizado estudios con proteínas bacterianas, como la 
exotoxina A de Pseudomonas y la toxina diftérica (Onda et al, 2004), de plantas y 
organismos inferiores, como la ricina (la subunidad catalítica) y la onconasa (Kreitman, 
2001; Newton et al, 2001), así como de humanos, para evitar choques inmunogénicos, 
como la angiogenina (Huhn et al, 2001). También las ribotoxinas fúngicas se han empleado 
para la construcción de estos complejos y, de hecho, junto con la ricina, son las toxinas más 
potentes de todas las mencionadas. Además, como ventajas frente a la cadena A de la 
ricina, son de un tamaño menor, son más estables y son menos inmunogénicas 
(Wawrzynczak et al, 1991). Sin embargo, aunque los resultados obtenidos hasta la fecha en 
células en cultivo son optimistas, todavía no se han realizado experimentos in vivo. Los 
mejores datos provienen de las inmunotoxinas RSFv y FvSR (scFv del anticuerpo contra el 
receptor de transferrina unido por un espaciador, que se corta intracelularmente por furina, 
a la restrictocina por el extremo Nt o el Ct), con un ID50 (concentración necesaria para 
producir el 50% de la muerte celular) en el intervalo de concentración pM para células T 
leucémicas, frente al 0.1 µM en células control no transformadas (Rathore y Batra, 1997; 
Goyal y Batra, 2000). Como se puede observar, uno de los problemas, todavía pendientes 
de resolver, radica en la toxicidad basal frente a células no diana, con lo que las mejoras en 
este campo se plantean a través del uso de variantes modificadas de estas ribotoxinas, 
principalmente en cuanto a su interacción con membranas y capacidad de translocación. 
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En el momento del comienzo del presente trabajo de investigación, nuestro grupo 
trataba de producir mutantes de α-sarcina con los que elucidar las bases moleculares de su 
funcionalidad, además de perseguir la obtención de una forma recombinante de la 
ribonucleasa U2 como sistema modelo de α-sarcina en términos de estructura-función. En 
este contexto, esta investigación, en concreto, se dirigió hacia una de las regiones donde 
las ribotoxinas presentan más variabilidad, tanto de secuencia (Figura 9) como de dinámica 
estructural (Figura 11), y, más importante aún, que no aparece en las RNasas no tóxicas de 
la familia T1: la horquilla amino-terminal (Figuras 1 y 5). Esta horquilla está formada por 
dos pequeñas láminas β consecutivas, siendo la más expuesta de ellas (secuencia 7-22) 
específica dentro de la superfamilia de la barnasa, (Figuras 1 y 3). El hecho de tratarse de 
una región, además de expuesta al disolvente, con un plegamiento independiente del resto 
de la molécula, así como su variabilidad de secuencia entre las propias ribotoxinas 
(cambios no conservativos, Figura 9), sugería que tuviera un importante papel en la 
especificidad y citotoxicidad únicas de las ribotoxinas, además de una relación directa con 
sus propiedades inmunogénicas. 
 Así, la investigación que se ha realizado, y que se recoge en esta Tesis Doctoral, se 
dirigió hacia los siguientes objetivos: 
 
1.- Mejora de los sistemas de producción de proteínas recombinantes: E. coli para 
la α-sarcina y P. pastoris para la RNasa U2 (resultados recogidos en: García-Ortega et al, 
2000; Martínez-Ruiz et al, 2000; Martínez-Ruiz et al, 2001; Anexo I). 
 
2.- Estudio de variantes mutantes de la α-sarcina en la horquilla amino-terminal. 
Restrictocina y RNasa U2 como modelos comparativos (resultados recogidos en: García-
Ortega et al, 2001; García-Ortega et al, 2002). 
 
3.- Caracterización de las variantes de deleción de las ribotoxinas como 
hipoalergenos. Asp f 1 y α-sarcina como modelos (resultados recogido en: García-Ortega 
et al, 2004). 
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 Como primer objetivo, se abordó la mejora de los sistemas de producción de las 
proteínas recombinantes que se utilizarían a lo largo del presente trabajo de investigación, 
ya que, a pesar de haberse desarrollado en el laboratorio una metodología preliminar, el 
rendimiento, muy bajo en algunos casos, seguía siendo un paso limitante para los 
posteriores estudios estructura-función. 
 De este modo, sobre el sistema de expresión heteróloga en E. coli de α-sarcina 
recombinante que se había descrito en nuestro laboratorio años antes (Lacadena et al, 
1994), se planteó una modificación basada en el control del ambiente redox de la bacteria, 
con la idea de aumentar la cantidad de proteína soluble gracias a una correcta formación de 
sus puentes disulfuro. Para ello se coexpresó la proteína tiorredoxina, encargada de 
mantener un potencial reductor en el citoplasma de la bacteria. Los resultados obtenidos se 
reflejan en García-Ortega et al, 2000. 
 La otra enzima modelo en este estudio es la RNasa U2, cuyo sistema de expresión 
heteróloga es muy distinto, la levadura metilotrófica Pichia pastoris. El manejo de esta 
proteína en nuestro laboratorio se comenzó más recientemente, y rendimiento conseguido 
para la forma recombinante era muy pobre hasta el inicio de este proyecto de investigación, 
obteniéndose, además, una proteína con algunas variaciones estructurales y funcionales 
con respecto a la natural (Martínez Ruiz, 1999). Por lo tanto, en un primer lugar se abordó 
la mejora de su purificación, con la introducción de una cromatografía de afinidad (Martínez-
Ruiz et al, 2000). Por otro lado, para incrementar los niveles de expresión de la proteína por 
parte de la levadura se cambió el sistema, empleando un vector de nueva generación 
comercializado por Invitrogen (Anexo I). 
 En ambos casos, tanto para la α-sarcina como para la RNasa U2, las proteínas 
recombinantes obtenidas se caracterizaron estructural y funcionalmente, para comprobar la 
validez de los nuevos sistemas de aislamiento y purificación empleados. La metodología 
empleada para ello, que constituye también el punto de partida para los estudios 
posteriores con variantes de estas proteínas, se detalla en los artículos mencionados así 
como en la revisión Martínez-Ruiz et al, 2001. 
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Optimización de la producción heteróloga de la ribonucleasa U2 
en Pichia pastoris 
 
Introducción 
 
Si se trataba de utilizar la RNasa U2 para construir quimeras y mutantes relacionados 
con las ribotoxinas, no sólo era necesario el disponer de un sistema de expresión 
heteróloga que produjera la proteína con las mismas propiedades que la natural y de un 
método de purificación adecuado, sino que era necesario un buen rendimiento del proceso. 
Se ha de tener en cuenta que determinados estudios necesitan una elevada cantidad de 
masa, como, por ejemplo, estudios estructurales a nivel de resonancia magnética nuclear. 
En los inicios de esta investigación se disponía de un sistema de expresión extracelular 
en la levadura Pichia pastoris, gracias al vector pHILS1, que emplea la secuencia señal de 
la fosfatasa alcalina para exportar la proteína, y de un esquema de purificación utilizando 
una cromatografía de afinidad (2’,5’-ADP-Sepharose) que permitía separar la forma bien 
plegada (según su caracterización estructural) de la que presentaba ligeras diferencias, 
como una menor actividad específica y una emisión de fluorescencia del residuo de 
triptófano que en la proteína natural está completamente apagado. La proteína 
recombinante poseía tres aminoácidos adicionales en el extremo amino-terminal debido al 
péptido de fusión diseñado. Sin embargo, el rendimiento de este sistema no superaba los 
1,4 mg/L cultivo. Por esta razón, se trató de mejorarlo utilizando un nuevo vector de 
expresión, pPICZαA, de Invitrogen. 
 
 
Materiales y Métodos 
 
Construcción del sistema de expresión 
Se siguió el esquema de la Figura 1, partiendo del vector comercial pPICzαA y el 
obtenido previamente pHILSU2. La integridad de la secuencia nucleotídica en el nuevo 
sistema se comprobó mediante secuenciación automática de DNA (servicio de genómica de 
la UCM). La construcción final, pPICzαU2, contiene la secuencia señal del factor α en el 
extremo amino-terminal del cDNA de la RNasa U2 para su transporte al medio extracelular, 
y entre ambos una secuencia susceptible de proteolisis específica. La degradación 
proteolítica completa en esta zona dejaría en el extremo amino-terminal de la secuencia 
original de la RNasa U2 los residuos adicionales Glu-Leu. Esta metodología se aplicó en E. 
coli, siguiendo los procedimientos habituales. 
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Selección de transformantes 
La cepa de P. pastoris utilizada para la expresión fue KM71, una vez electroporada con 
el vector pPICzαU2 linealizado. Con este sistema, los recombinantes positivos son 
resistentes al antibiótico zeocina y siempre Muts (crecimiento lento en presencia de metanol 
como fuente de carbono), ya que la cepa tiene interrumpido el gen de la enzima alcohol 
oxidasa, que participa en el metabolismo del metanol. Se pueden seleccionar 
transformantes múltiples aumentando la concentración de zeocina en el medio (hasta 1500 
µg/mL), aunque esto no signifique siempre una mayor expresión del gen introducido 
(Invitrogen). Para realizar una selección rápida de los transformantes que expresaban la 
RNasa U2 de forma efectiva, y la secretaban al medio extracelular, se llevó a cabo un 
estudio de la actividad ribonucleasa in situ creciendo las distintas colonias en placas con 
RNA, siendo positivas aquellas en las que se observaba un cambio en la tinción del halo 
donde se producía degradación del sustrato de forma extracelular (descrito anteriormente). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Esquema de la obtención del vector pPICzαU2 para la expresión de la RNasa U2. Abajo se detalla la 
secuencia adicional del extremo amino-terminal en esta construcción y los posibles cortes por proteasas. 
 
 
Expresión, purificación y ensayos de actividad ribonucleolítica 
La expresión se realizó en medios semimínimos BMGH (crecimiento) y BMMH 
(inducción) (Invitrogen). Tras crecer la cepa hasta saturación (dos días con fuerte agitación 
y aireación en medio con glicerol como fuente de carbono) se pasó al medio inductor (1/5 
del volumen inicial, con metanol como única fuente de carbono), en el que la producción de 
proteína en el medio extracelular fue máxima tras tres días de inducción. La purificación 
posterior siguió el mismo protocolo empleado para la RNasa U2 recombinante obtenida con 
el sistema pHILSU2 y la proteína fúngica, incluyendo la cromatografía de afinidad. El 
seguimiento del nivel de expresión y de los sucesivos pasos de purificación, se llevó a cabo 
mediante medidas espectroscópicas, movilidad electroforética y ensayos de actividad 
ribonucleolítica (tanto zimogramas como ensayos frente a RNA de levadura, descritos 
previamente). 
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Caracterización estructural 
La pureza de la RNasa U2 recombinante obtenida se analizó mediante SDS-PAGE al 
15% y análisis de aminoácidos, siguiendo los procedimientos estándar. La secuenciación 
del extremo amino-terminal fue llevada a cabo en el Servicio de Química de Proteínas del 
CIB. Los estudios de espectrometría de masas, con distintas formas de la proteína, se 
realizaron en los Servicios de Proteómica de la UCM y del CNB. La caracterización 
espectroscópica se realizó de la forma habitual, como se describe a lo largo de esta 
Memoria. El tampón utilizado fue acetato amónico 50 mM, pH 4,5. 
 
 
Resultados 
 
Obtención de la cepa KM71 productora de RNasa U2 
Tras la obtención de colonias de P. pastoris KM71 con el vector pPICzαU2 insertado en 
el genoma, se realizó un muestreo (screening) para seleccionar aquellas productoras de la 
proteína utilizando placas de RNA, siendo positivas el 88% de las analizadas. Se llevó a 
cabo una expresión a pequeña escala de 8 de ellas y el resultado, analizado por SDS-
PAGE y zimogramas, demostró que no había un aumento significativo en la producción de 
RNasa U2 en aquellas colonias seleccionadas con elevada concentración de zeocina en el 
medio (supuestamente multitransformantes). Se eligió una de ellas para realizar la 
producción a gran escala. 
 
Expresión y purificación de la RNasa U2 recombinante 
Se llevó a cabo el protocolo descrito anteriormente partiendo de dos litros de medio de 
cultivo BMGH. Tras la cromatografía de intercambio iónico en DEAE-celulosa, se continuó 
la purificación con dos eluidos procedentes de ésta, estando el primero de ellos más 
contaminado según el comportamiento en geles de poliacrilamida. Tras la cromatografía de 
afinidad las bandas adicionales de este eluido desaparecieron, al no retenerse en el soporte 
cromatográfico. Por lo tanto, los pasos siguientes fueron idénticos en ambos casos. El 
rendimiento final fue de 3,5 mg/L cultivo, comportándose ambas fracciones de forma 
idéntica en SDS-PAGE y zimogramas frente a poli(A) (Figura 2A), deduciéndose que se 
trataba de una preparación homogénea. En condiciones reductoras, se observaba una 
única banda de movilidad electroforética mucho menor a la que correspondía con su masa 
molecular y sin actividad ribonucleolítica, algo que ya se había descrito previamente 
(Martínez Ruiz, 2000). En ausencia de β-mercaptoetanol, donde el comportamiento sí era el 
esperado, aparecía una banda minoritaria adicional con una movilidad algo menor, también 
activa frente a poli(A) (Figura 2A). 
 
Caracterización de la RNasa U2 recombinante 
Con el análisis del extremo amino-terminal se concluyó que éste poseía seis 
aminoácidos adicionales, debido al ineficaz procesamiento por parte de las proteasas de P. 
pastoris: Nt-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Leu-Cys (Figura 1). La espectrometría de masas de la 
proteína nativa dio como resultado la presencia de dos formas, de masa molecular 13024 
78   Anexo I 
Da y 12894 Da (siendo la teórica, teniendo en cuenta los seis residuos extra, de 12984 Da), 
cuya diferencia sería atribuible a la presencia o ausencia del primer residuo de Glu. El 
análisis de aminoácidos fue coherente con estos resultados y permitió el cálculo del 
coeficiente de absorción. El valor de éste (E0,1% a 280 nm)  fue de 1,70 mg-1 x mL x cm-1. 
En cuanto a la caracterización espectroscópica, los espectros de dicroismo circular en el 
UV lejano y próximo fueron idénticos a los descritos para la proteína silvestre, así como la 
emisión de fluorescencia, donde destaca el total apagamiento del único residuo de 
triptófano (Trp-60). 
La proteína purificada y caracterizada se utilizó para obtener anticuerpos policlonales de 
conejo anti-RNasa U2 (gracias al Dr. Fernando Vivanco, en el Servicio de Inmunología, 
Fundación Jiménez Díaz), los cuales reconocieron por igual tanto la proteína recombinante 
como la silvestre, en condiciones nativas (mediante ELISA) y reducidas (western-blot). En el 
caso de los inmunoblottings, sólo fue posible realizar estos ensayos con la proteína 
reducida ya que la nativa no se transfería adecuadamente a la membrana utilizada. Debido 
a esto, para obtener una señal de acuerdo con la movilidad electroforética de la proteína sin 
reducir, el gel se sometía a un tratamiento con un agente reductor (tres horas a 37ºC en β-
mercaptoetanol 50 mM), una vez desarrollada la electroforesis y antes de llevar a cabo la 
transferencia (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Caracterización de la RNasa U2 recombinante purificada. 
A.- (1) Zimograma en presencia de poli(A) a pH 4,5 con la muestra sin reducir, y (2) tinción con azul de Coomasie de 
una muestra equivalente tras una SDS-PAGE. (3) Igual que (2), pero con la muestra reducida. (4) Patrones de masa 
molecular. 
B.- Inmunotinción con anticuerpos policlonales de conejo anti-RNasa U2. (1) muestra aplicada en presencia de agente 
reductor, (2) muestra aplicada sin β-mercaptoetanol. Una vez desarrollada la electroforesis y previo a la transferencia, 
el gel se incubó durante 3 horas a 37ºC en β-MetOH 50 mM (ver resultados). (3) patrones de masa molecular 
preteñidos. 
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Por último, tanto la proteína nativa como la reducida, con el comportamiento anómalo en 
SDS-PAGE (Figura 2), se analizaron por espectrometría de masas (Servicio de Proteómica 
del CNB). Para ello, se obtuvo la forma estable de la proteína reducida mediante un 
tratamiento con DTT 10 mM a 100ºC y pH 8,5 y posterior alquilación de las Cys libres con 4-
vinilpiridina. Una vez purificada mediante puntas de micropipetas Zip Tip (Millipore), se 
analizó, junto con una muestra de RNasa U2 sin reducir, en un espectrómetro de masas 
MALDI-TOF (Matriz-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight). En ambos casos 
se observó una especie mayoritaria con una masa correspondiente al monómero de 120 
residuos (lo que incluye el extremo amino-terminal adicional), más la modificación de los 
residuos de Cys en el caso de la muestra reducida (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Espectros de masas (MALDI-TOF) de la RNasa U2 recombinante en condiciones nativas (A) y tras 
reducirla y alquilarla con 4-vinilpiridina (B).  Las especies mayoritarias señaladas se corresponden con las masas 
moleculares teóricas para los respectivos monómeros en cada caso: 12959 Da (A) y 13589 Da (B). 
A
Masa molecular correspondiente a 
la secuencia de 120 aminoácidos
Masa molecular correspondiente a la 
secuencia de 120 aminoácidos + 6 Cys
modificadas
B
13663,282
27316,359
13027,845
6831,238
26042,352
6513,858
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Discusión 
 
El empleo de este nuevo sistema de expresión heteróloga en la levadura P. pastoris de 
la RNasa U2 (pPICzαU2), ha permitido aumentar el rendimiento de la producción en más de 
dos veces, obteniéndose una enzima pura (más del 99%) con las mismas propiedades, 
tanto estructurales como funcionales, que la proteína silvestre, a pesar de los seis residuos 
adicionales que presenta en el extremo amino-terminal. En este sentido, la presencia de 
dos formas, que difieren en el residuo de Glu amino-terminal, no afecta a la homogeneidad 
de la muestra ni a las características que definen a la RNasa U2. Este dato explica la 
presencia de dos bandas en SDS-PAGE en condiciones no reductoras, de movilidad muy 
parecida y con actividad ribonucleolítica. 
Esta optimización podrá ser aplicada para la obtención de variantes y quimeras de esta 
proteína, además de abrir la posibilidad de estudios complementarios al disponer de masa 
suficiente. En este sentido, por ejemplo, en este trabajo se ha podido descartar la hipótesis 
que se barajaba acerca de la formación de puentes disulfuro intermoleculares que daban 
lugar a dímeros de RNasa U2 en condiciones reductoras, planteada a partir de los 
resultados previos de migración en geles de poliacrilamida (Figura 2A). Al ser monoméricas 
ambas formas (tanto la reducida como la nativa) (Figura 3), la movilidad anómala que 
presenta la forma reducida en SDS-PAGE no se debe a una dimerización inducida por el 
agente reductor, sino más bien a un artefacto de la propia técnica electroforética. La 
obtención de anticuerpos policlonales anti-RNasa U2, así como la puesta a punto de un 
sistema de detección de ambas formas de la proteína con distinta movilidad electroforética 
(Figura 2B), supone otra gran ventaja a la hora de plantearse la expresión y seguimiento de 
distintas formas mutantes y, en especial, variantes inactivas o de distinto tamaño. 
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 Una de las principales incógnitas entorno a las ribotoxinas eran las bases moleculares 
de la extraordinaria especificidad de su actividad ribonucleasa frente a los ribosomas. 
También quedaba pendiente de resolver hasta qué punto, la capacidad de atravesar 
membranas lipídicas, de una forma parcialmente selectiva, se debía a las propiedades 
estructurales y dinámicas de esta familia de proteínas. Con estos objetivos en mente, se 
planteó el estudio de una zona de la estructura de estas proteínas muy particular, la 
horquilla amino-terminal. La idea de que estuviese implicada en alguna de estas funciones 
de las ribotoxinas partía de evidencias tales como su presencia exclusiva en esta familia al 
compararla con otras ribonucleasas microbianas no tóxicas, y su gran variabilidad y 
dinámica conformacional. Además, la variabilidad de su secuencia dentro de las ribotoxinas, 
anómala debido al alto grado de homología que presentan todos sus miembros, intuía cierta 
responsabilidad de esa región en las ligeras diferencias funcionales que aparecían entre 
distintas ribotoxinas. 
 Con todo ello, se llevaron a cabo dos aproximaciones experimentales para el estudio de 
esta horquilla amino-terminal. En un primer lugar se quiso realizar un estudio dentro de la 
familia de las ribotoxinas y para ello se construyeron los mutantes individuales K11L y 
T20D, y el correspondiente doble K11L/T20D de la α-sarcina, en los que dos aminoácidos 
de la zona más expuesta de la horquilla se sustituyeron por sus homólogos en la 
restrictocina (García-Ortega et al, 2001). En la segunda parte del estudio, la comparación 
se estableció entre la α-sarcina, como modelo de las ribotoxinas, y la RNasa U2, como el 
modelo más cercano de las ribonucleasas no tóxicas de la familia T1. En este caso, la 
segunda lámina β de la horquilla de la α-sarcina, la secuencia 7-22, se sustituyó por dos Gly 
que conforman esa zona en la RNasa U2 (García-Ortega et al, 2002). En ambos trabajos, 
tras las caracterizaciones estructurales pertinentes, se estudiaron detalladamente las 
propiedades funcionales, tanto a nivel de su actividad ribonucleolítica como de su 
interacción con membranas, comparándose con las proteínas silvestres empleadas como 
modelo.  
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Abstract
Ribotoxins are a family of potent cytotoxic proteins from Aspergillus whose members display a high
sequence identity (85% for about 150 amino acid residues). The three-dimensional structures of two of these
proteins, -sarcin and restrictocin, are known. They interact with phospholipid bilayers, according to their
ability to enter cells, and cleave a specific phosphodiester bond in the large subunit of ribosome thus
inhibiting protein biosynthesis. Two nonconservative sequence changes between these proteins are located
at the amino-terminal -hairpin of -sarcin, a characteristic structure that is absent in other nontoxic
structurally related microbial RNases. These two residues of -sarcin, Lys 11 and Thr 20, have been
substituted with the equivalent amino acids in restrictocin. The single mutants (K11L and T20D) and the
corresponding K11L/T20D double mutant have been produced in Escherichia coli and purified to homo-
geneity. The spectroscopic characterization of the purified proteins reveals that the overall native structure
is preserved. The ribonuclease and lipid-perturbing activities of the three mutants and restrictocin have been
evaluated and compared with those of -sarcin. These proteins exhibit the same ability to specifically
inactivate ribosomes, although they show different activity against nonspecific substrate analogs such as
poly(A). The mutant variant K11L and restrictocin display a lower phospholipid-interacting ability corre-
lated with a decreased cytotoxicity. The results obtained are interpreted in terms of the involvement of the
amino-terminal -hairpin in the interaction with both membranes and polyadenylic acid.
Keywords: Cytotoxic protein; protein–bilayer interaction; restrictocin; ribosome-inactivating protein;
-sarcin; site-directed mutagenesis
Ribotoxins are a group of secreted fungal ribonucleases
(RNases) that inactivate ribosomes and inhibit protein bio-
synthesis by cleaving a single phosphodiester bond of the
larger rRNA, releasing a characteristic RNA fragment
(known as the -fragment; Schindler and Davies 1977;
Endo and Wool 1982). The target bond, located at a highly
conserved rRNA sequence present in all known prokaryota
and eukaryota, is known as the sarcin/ricin loop (SRL; Wool
et al. 1992; Szewaczak and Moore 1995; Correll et al. 1998,
1999) recognized by ribosome-inactivating proteins such as
ricin (Endo et al. 1990). Ribotoxins are among the most
potent inhibitors of translation because the hydrolysis of the
phosphodiester bond abolishes both the elongation factor
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1-dependent binding of aminoacyl-tRNA and the GTP-de-
pendent binding of elongation factor 2 to ribosomes. Ribo-
toxins inactivate ribosomes from all living species tested so
far when assayed in a cell-free lysate system (Miller and
Bodley 1988); however, they display selectivity when as-
sayed against intact cells (Olson et al. 1965; Turnay et al.
1993). This selectivity is likely related to a differential rec-
ognition of membrane phospholipids, as observed for -sar-
cin in lipid model systems, because no protein membrane
receptors have been found for these toxins. In fact, -sarcin
interacts with membranes containing acid phospholipids
promoting aggregation of vesicles, lipid-mixing between
aggregated bilayers, and leakage of the intravesicular aque-
ous contents (Gasset et al. 1989, 1990, 1994; Mancheño et
al. 1995b, 1998; Oñaderra et al. 1998). It gains access to
cleave tRNA encapsulated in liposomes (Oñaderra et al.
1993). One of the initial steps in -sarcin–vesicle interac-
tions is the formation of a vesicle dimer maintained by
protein molecules, as demonstrated by stopped-flow tech-
niques (Mancheño et al.1994a), suggesting the involvement
of different regions of the protein molecule in bridging to-
gether the vesicles.
Ribotoxins show a high degree of sequence similarity
(Wirth et al. 1997; Martínez-Ruiz et al. 1999a,b). -Sarcin,
and restrictocin (150 and 149 amino acid residues, respec-
tively) are most extensively characterized and display 85%
sequence identity. Their three-dimensional structures have
been solved (Campos-Olivas et al. 1996; Yang and Moffat,
1996; Pérez-Cañadillas et al. 2000), revealing that their
global shape and overall main-chain fold are closely
matched. Both proteins display a core composed of a small
-helix packed against a five-stranded antiparallel -sheet
and connected by large loops (Fig. 1A). These loops have
been proposed to be involved in the cytotoxic activity—
related to the ability for entering cells—because they are
absent from other nontoxic microbial extracellular RNases
(RNases U2 and T1) with a highly similar polypeptide fold
(Martínez del Pozo et al. 1988; Kao and Davies 1995,
Mancheño et al. 1995a). In fact, loop-2 of -sarcin has been
proposed to be one of the protein regions involved in the
interaction with lipid vesicles (de Antonio et al. 2000). In
this respect, preliminary studies with restrictocin have re-
vealed a lower ability of this protein to perturb lipid mem-
branes (L. Garcı´a-Ortega, J.M. Manchen˜o, M. On˜aderra, R.
Kao, A. Martı´nez del Pozo, and J.G. Gavilanes, unpubl.).
-Sarcin contains an amino-terminal -hairpin (residues
2–26) that forms a solvent-exposed protuberance and shows
a complex topology that can be considered as two consecu-
tive minor -sheets connected by a hinge region (Fig. 1B;
Pérez-Cañadillas et al. 2000). The second -sheet of this
amino-terminal hairpin is absent in the nontoxic RNases U2
and T1 (Pace et al. 1991; Noguchi et al. 1995). The region
between residues 11 and 16 of this amino-terminal hairpin
in restrictocin showed ill-defined electron density, which
precluded its structural analysis (Yang and Moffat 1996).
-Sarcin and restrictocin sequences differ in only 20 resi-
dues. Nine of these changes are of conservative character,
and only five result in charge modification (amino-terminal
hairpin: K11L, T20D; loop 2: K84Q, T90D; loop 5: E140G;
-sarcin/restrictocin). Because restrictocin exhibits a de-
creased membrane-perturbing ability in comparison with
-sarcin, and the mentioned charge changes involve both
loop-2 (one of the proposed bilayer-interacting regions of
-sarcin) and the amino-terminal -hairpin, the latter ap-
pears to be a second region potentially required to maintain
a vesicle dimer. In addition, the amino-terminal hairpin has
been suggested to modulate the catalytic activity on the
basis of results obtained with different mutants of mitogil-
lin, a ribotoxin with a single substitution relative to restric-
tocin (Kao and Davies 1999, 2000). Lys 11 and Thr 20 have
relevant and specific structural roles in -sarcin. Lys 11 is
involved in a salt bridge with Glu 140, which displays un-
usual torsion backbone angles forced to adopt a conforma-
tion identical to the Gly located at the equivalent position in
other ribotoxins. Thr 20 is very close to Asp 9, which is
involved in a salt bridge with Lys 139 and hydrogen bonded
to HN of Glu 140 (Pérez-Cañadillas et al. 2000). Consid-
ering the potential involvement of the amino-terminal hair-
pin in cytotoxicity and ribonuclease activity of ribotoxins
and the specific structural role of Lys 11 and Thr 20 in
Fig. 1. Diagrams corresponding to the three-dimensional
structure of -sarcin (A) and its amino-terminal -hairpin (B)
constructed from the atomic coordinates deposited in PDB
(Protein Data Bank; reference 1DE3). Images were generated
by the MOLMOL program (Koradi et al. 1996). Residues cor-
responding to loops in A are: loop 1 (black), 38–49; loop 2
(light grey), 53–93; loop 3 (grey), 98–119; loop 4 (black),
126–132; loop 5 (light grey), 139–143.
Amino-terminal hairpin of -sarcin
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-sarcin, we prepared mutants of -sarcin by substituting
these two residues of the hairpin with their sequence coun-
terparts in restrictocin: Lys 11 by Leu (variant K11L) and
Thr 20 by Asp (variant T20D). These single variants and the
corresponding K11L/T20D double mutant proteins have
been purified and characterized to analyze the involvement
of this protein region in the structure–function relationships
of -sarcin.
Results
Purification and structural characterization of
the mutants
The three mutants were isolated with a yield ranging from 2
to 4 mg/L of original culture medium, slightly lower than
that obtained for recombinant wild-type -sarcin. The
amino acid composition was in agreement with the muta-
tions made in each case. The E0.1% (280 nm, 1 cm) calcu-
lated from the corresponding UV-absorption spectra
showed only small variations (Table 1). Far- and near-ul-
traviolet (UV) circular dichroism (CD) spectra of the three
variants were coincident with those already reported for the
native fungal enzyme (Gavilanes et al. 1983; Martínez del
Pozo et al. 1988) and some other mutants (Lacadena et al.
1995, 1999). The fluorescence quantum yield of the three
variants was higher than that of the wild-type protein (Fig.
2). Differential analysis of the tyrosine and tryptophan con-
tributions, upon excitation at 275 and 295 nm, revealed a
larger increase for the Tyr quantum yield. T20D and K11L/
T20D variants showed nearly the same Tyr and Trp emis-
sion increments, which were larger than for the K11L vari-
ant (Table 1). Restrictocin cannot be used for comparison
because the counterpart of Tyr 18 in -sarcin is Trp 17 in
restrictocin.
The optimum pH for the RNase activity of wild-type
-sarcin is 5.0 (Pérez-Cañadillas et al. 1998; Lacadena et al.
1999). Thus, thermal denaturation of fungal -sarcin and
the three mutants was studied at pH 5.0 and pH 7.0 by
continuous recording of the thermal variation of the ellip-
ticity at 220 nm (Fig. 3). The Tm value for the wild-type
protein at pH 7.0 was 52°C, in good agreement with that
obtained by differential scanning calorimetry (Gasset et al.
1995). This value increased up to 62°C at pH 5.0 (Table
2).The K11L variant showed a higher Tm at both pH values
whereas the T20D and K11L/T20D variants displayed de-
creased values. The enthalpy changes calculated from these
plots were in the range 140–145 kcal/mole. The Hcal value
determined for the wild-type protein at pH 7.0 from differ-
ential scanning calorimetric measurements was 136 kcal/
mole (Gasset et al. 1995). According to the calculated
(G), the K11L substitution would involve a slight stabi-
lization of the protein at both pH values, but replacement of
Thr 20 by Asp would produce a decrease in stability (Table
2). Restrictocin was also studied for comparison (Table 2).
Its Tm value was 7°C higher than that of -sarcin at both pH
values. It is striking that A. restrictus, the mold that pro-
duces restrictocin, can grow at 37°C whereas the growth of
A. giganteus, the microorganism producing -sarcin, shows
impaired growth above 30°C.
Ribonucleolytic characterization
The three mutants of -sarcin exhibited the same activity
against ribosomes in a cell-free lysate (Fig. 4). The amounts
of -fragment produced by these protein forms were in the
±10% range of the wild-type protein. In this regard, -sarcin
and restrictocin produced identical extents of protein syn-
thesis inhibition in a cell-free lysate (Fando et al. 1985).
Table 1. Spectroscopic features of wild-type -sarcin and the
three mutants studied a
Protein E0.1%(280 nm, 1 cm) QTyrb QTrpb
Wild-type 1.34 1 1
K11L 1.31 1.32 1.08
T20D 1.49 1.41 1.25
K11L/T20D 1.45 1.41 1.21
Values are the average of three different determinations.
a SD ± 0.05.
b Relative quantum yield of Tyr and Trp referred to the values of the
wild-type protein.
Fig. 2. Fluorescence emission spectra of wild-type -sarcin (WT) and the
K11L, T20D, and K11L/T20D mutant variants, at identical protein con-
centrations, for excitation at 275 nm (1) and 295 nm (2) (tryptophan con-
tribution) normalized at wavelengths above 380 nm. (3) Calculated differ-
ence spectra 1 − 2 (tyrosine contribution). Fluorescence emission is ex-
pressed in arbitrary units considering the intensity at the wavelength of the
emission maximum of the wild-type protein for excitation at 275 nm as
1.00.
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Ribotoxins also cleave homopolynucleotides, synthetic sub-
strates lacking the characteristic structural element required
for the exquisite specificity of ribotoxins against ribosomes
(Endo et al. 1983, 1990) through a cyclizing mechanism
(Lacadena et al. 1998). The K11L mutant showed a de-
creased activity against polyadenylic acid [poly(A); 70% of
the wild-type activity] but the other variants, T20D and
K11L/T20D, displayed higher activity, 126% and 130%,
respectively. Restrictocin showed a very low activity
against poly(A) (Fig. 4).
Protein–lipid interaction
It is well documented that -sarcin interacts with lipid
model vesicles containing acid phospholipids through elec-
trostatic and hydrophobic interactions. Regarding this spe-
cific requirement for acid phospholipids, it is important to
mention that some tumor cells express much more acid
phospholipids in the membrane outer leaflet than their non-
tumor counterparts (Utsugi et al. 1991), and -sarcin was
discovered because of its antitumor action (Olson et al.
1965). Although -sarcin is a basic protein, its effect on
membranes cannot be explained simply by charge interac-
Table 2. Thermal denaturation parameters of wild-type
-sarcin and the three mutants studied calculated from
ellipticity at 220 nm versus temperature profiles a
Protein
Tm (°C) (G)b (Kcal/mol)
pH 5.0 pH 7.0 pH 5.0 pH 7.0
Wild-type 62 52 — —
K11L 63 54 0.2 0.7
T20D 55 45 −2.3 −3.3
K11L/T20D 56 47 −2.0 −2.8
Restrictocin 69 59
Average values obtained from three independent denaturation profiles.
a SD ± 1°C.
b (G) ∼ (H × Tm/Tm) is the stability change produced by the mutation
[H, enthalpy change for the wild-type protein; Tm  Tm (mutant) − Tm
(wild-type); Tm, value obtained for the mutant variant] (Becktel and Schell-
man 1987).
Fig. 3. Thermal denaturation profiles of wild-type -sarcin (1), K11L (2),
T20D (3), K11L/T20D (4), and restrictocin (5) at pH 7.0 and pH 5.0. The
measurements were performed by continuous recording of the mean resi-
due weight ellipticity at 220 nm (220). (Inset) Far-UV circular dichroism
spectra of (a) wild-type: -sarcin, K11L, T20D, and K11L/T20D mutant
variants at both pH 5.0 and pH 7.0; (b) restrictocin at both pH 5.0 and pH
7.0; and (c) thermally denatured proteins at both pH 5.0 and pH 7.0. Mean
residue weight ellipticity (MRW) is expressed in units of °cm2/dmole.
Fig. 4. (A) Ribosome-inactivating activity assay of (WT) wild-type -sar-
cin, and its K11L, T20D, and K11L/T20D mutant variants (C, control in
the absence of ribotoxin). The highly specific ribonuclease activity of the
ribotoxins is shown by the release of the 400-nt -fragment (arrow) from
the 28S rRNA of eukaryotic ribosomes. Cell-free reticulocyte lysates were
incubated in the presence of 100 ng of each protein. The reaction mixture
was analyzed on 2.4% agarose gels and stained with ethidium bromide. (B)
Zymograms corresponding to the ribonucleolytic activity of (WT) wild-
type -sarcin and its mutant variants, and (R) restrictocin. The amount of
protein analyzed was 500 ng. The poly(A)-degrading activity of the pro-
teins produced a nonstained region in this negative-staining analysis.
Amino-terminal hairpin of -sarcin
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tion. This charge interaction has been also observed for
other basic proteins like bovine seminal ribonuclease, a ho-
modimeric basic protein (pI, 10.4). The native and the
monomer form are active ribonucleases, but only the di-
meric protein presents antitumor activity and destabilizes
negatively charged membranes (Mancheño et al. 1994b).
The interaction of -sarcin with membranes occurs through
a complex process that can be dissected in three steps:
vesicle aggregation, mixing of phospholipids from different
bilayers, and leakage of intravesicular aqueous contents.
Stopped-flow analysis (Mancheño et al. 1994a) has revealed
that one of the first steps of vesicle aggregation is the for-
mation of a vesicle dimer maintained by protein molecules
through essentially electrostatic interactions. This initial
step occurs on a scale of milliseconds, but vesicle aggrega-
tion continues to form large aggregates of complex structure
on a scale of minutes. Vesicle aggregates scatter more light
than unaggregated vesicles, and the process can be followed
by measurement of the resulting apparent absorbance at 360
nm of a reaction mixture. The membranes are perturbed by
the protein within the vesicle aggregates, and further mixing
of phospholipids from different bilayers occurs. This pro-
cess can be followed by a resonance energy transfer assay
by use of two fluorescent phospholipid probes (donor and
acceptor) incorporated into the membranes. The assay is
performed with a mixture of fluorescence-labeled and un-
labeled vesicles (1 : 9 ratio, labeled to unlabeled, respec-
tively). The lipid mixing results in dilution of the two phos-
pholipid probes and consequently in decrease of the fluo-
rescence energy transfer. This decrease can reach a
maximum value (infinite dilution of the probes in the assay)
although mixing of lipids continues. As consequence of this
perturbation promoted by the protein in the membrane, its
permeability is altered, and leakage of the intravesicular
aqueous content occurs. This effect can be measured by
co-encapsulation of a fluorescence probe and its specific
collisional quencher. Leakage results in dilution of both
molecules into the extravesicular medium, and the fluores-
cence quenching decreases.
From a general point of view, vesicle-interacting proteins
can produce either simply vesicle aggregation or leakage
without vesicle aggregation (e.g., proteins promoting the
formation of membrane pores) or lipid mixing between ag-
gregated vesicles without or with leakage of aqueous con-
tents. -Sarcin promotes aggregation, lipid mixing and leak-
age of aqueous content of its target vesicles. The native
protein and its three mutants bound to phosphatidylglycerol-
containing vesicles to the same extent, saturation being
reached at the same protein/lipid ratio in all the cases. How-
ever, significant differences in their vesicle-interacting abil-
ity were observed. All three promoted vesicle aggregation
and lipid-mixing but only T20D and K11L/T20D produced
leakage of intravesicular contents (Fig. 5). Regarding
vesicle aggregation, all the studied proteins promoted a
similar final variation of the apparent absorbance at 360 nm.
However, significant differences were observed on com-
parison of the kinetic traces (Fig. 5) and initial rates (Table
3) of the absorbance variation. T20D displayed a higher
initial rate of vesicle aggregation than that observed for the
wild-type protein, whereas K11L showed a lower initial
rate; the double mutant form behaved essentially as the
average of the two single mutants. The variation of the
apparent absorbance promoted by K11L displayed a bipha-
sic behavior (Fig. 5A) that may be related to the formation
of a critical vesicle aggregate that further evolves to larger
aggregates. The different behavior of the K11L mutant was
also observed when lipid mixing was analyzed (Fig. 5B).
The measured lipid mixing reached the same final extent for
all the studied proteins, although the process was slower for
the K11L mutant, suggesting that phospholipid mixing oc-
Fig. 5. Effect of wild-type -sarcin (1), K11L (2), T20D (3), K11L/T20D (4), and restrictocin (5) on phospholipid vesicle aggregation
(A), lipid-mixing (B), and leakage of aqueous contents (C). The extent is referred to the final effect of wild-type -sarcin considered
as unit in all the cases. Assays were performed at 20 : 1 phospholipid/protein saturating molar ratio.
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curs only within the above-mentioned critical vesicle aggre-
gate. Furthermore, the K11L mutant did not perturb the
permeability barrier of the bilayer enough to produce leak-
age of intravesicular contents (Fig. 5C). The T20D mutant
otherwise displayed a higher initial rate for lipid mixing and
leakage, and the final extent of this later process was double
that produced by the wild-type protein (Table 3; Fig. 5B,C).
Although restrictocin and wild-type -sarcin showed simi-
lar behavior regarding vesicle aggregation and lipid-mixing,
distinct differences were observed in their permeabilizing
abilities (Fig. 5C and Table 3).
Cytotoxicity activity
-Sarcin has been reported to be cytotoxic for different
human tumor cell lines including RD cells (from human
rhabdomyosarcoma; Turnay et al. 1993). These cells were
used to assay the cytotoxic activity of the studied proteins.
Wild-type -sarcin and its T20D and K11L/T20D variants
exhibited similar IC50 values (concentration required for
50% protein biosynthesis inhibition), 0.6, 0.7, and 0.8 M,
respectively, whereas the values obtained for K11L and
restrictocin were two- (1.5 M) and threefold (2.0 M)
increased, respectively.
Discussion
Structural and spectroscopical characterization
Wild-type -sarcin and the three mutants showed the same
secondary and tertiary structural arrangement according to
their near- and far-UV CD spectra. The substitutions engi-
neered produce small, although significant, variations in the
local environment of the aromatic chromophores as deduced
from the spectroscopical properties of the mutant variants
(Table 1). This result could be explained on the basis of the
known structure of -sarcin. In fact, the fluorescence prop-
erties of native -sarcin are strongly dominated by the Trp
4 emission (de Antonio et al. 2000), a residue located at the
amino-terminal -hairpin. Moreover, Tyr 18 and Tyr 25 are
also in the vicinity of the changed residues. In addition, Lys
11 is involved in the formation of a salt bridge with Glu 140
(loop 5), Tyr 18 displaying a -cation interaction with Lys
139 (loop5), which also forms a salt bridge with Asp 9
(Pérez-Cañadillas et al. 2000).
It is also clear from the results presented that the Tm of
wild-type -sarcin is much higher (about 10°C) at pH 5.0
than at pH 7.0 (Table 2). The individual pKa values of most
of the -sarcin ionizable groups in the pH range of 3.0–8.5
have been determined (Pérez-Cañadillas et al. 1998). There-
fore, it is tempting to assign this Tm increment to certain
residues titrating within the pH 5.0 to pH 7.0 range. Inspec-
tion of the three-dimensional structure of -sarcin reveals
that His 36 (pKa of 6.8) and His 104 (pKa of 6.5) form
surface salt bridges with Asp 102 and Asp 105, which dis-
play altered pKa values (Pérez-Cañadillas et al. 1998, 2000).
It has even been proposed that these salt bridges would
contribute to the global stability of the protein (Pérez-Caña-
dillas et al. 2000). Indeed, Glu 31, His 35, and His 36,
located in the single -helix of -sarcin, form a group of
titrable amino acids on the basis of their spatial proximity.
This group of residues also titrate in the pH 5.0 to pH 7.0
range (Pérez-Cañadillas et al. 1998). The increased Tm at
pH 5.0 for wild-type -sarcin can be explained in terms of
a higher degree of protonation for these His residues, which
favors the formation of the salt bridges. All the residues
mentioned are located in loop 3 or in the helix, in regions far
away from the amino-terminal -hairpin, which explains
why this pH-dependent Tm increment is very similar for the
three mutants; that is, the mutations do not affect the ion-
ization equilibrium of the groups responsible for the in-
creased stability at acid pH.
The additive character of the effects of the mutations
studied on the Tm values suggests these changes are inde-
pendent, presumably promoting only local structural
changes. Loop 5 of -sarcin (residues 139–143) connects
the last two strands of the central -sheet and establishes
many interactions with other parts of the protein (Fig. 6). In
particular, Glu 140 has unusual backbone torsional angles to
maintain the unique conformation adopted by this loop
(Pérez-Cañadillas et al. 2000). It has been proposed that
mutating this Glu to Gly would stabilize -sarcin (Pérez-
Cañadillas et al. 2000). The salt bridge between Lys 11 and
Glu 140 mentioned above would contribute to maintaining
the unusual conformation of Glu 140. This salt bridge is not
present in the K11L variant, and its increased stability
would reflect the release of conformational tension. The
T20D substitution has a destabilizing effect in both single
and double mutant variants. In this regard, positions Glu 9
and Asp 20 are very close in the three-dimensional structure
Table 3. Relative initial rate (rin) and final extent of vesicle
aggregation, lipid-mixing and leakage of intravesicular aqueous
contents promoted by wild-type -sarcin (WT), its three studied
mutant variants and restrictocin on acid vesicles composed of
phosphatidylglycerol, at saturating lipid/protein molar ratios a
Protein
Aggregation Lipid-mixing Leakage
(rin) Extent (rin) Extent (rin) Extent
WT 1 1 1 1 1 1
K11L 0.4 0.8 0.1 1 0 0
T20D 1.5 1 1.5 1 4.9 2
K11L/T20D 0.9 0.9 0.7 1 1.4 1.7
Restrictocin 0.8 1 1.2 1 1.2 0.5
Results are expressed as relative values of those corresponding to WT
considered as unit.
Average values from three different determinations.
a SD ± 0.07 for rin and SD ± 0.05 for extent.
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of -sarcin (4.4 Å is the distance between the two Cs; Fig.
6). Therefore, the presence of the negative charge in the
T20D mutant might result in destabilization of the protein
structure by charge repulsion between Glu 9 and Asp 20. In
addition, the sequence around this position is highly
charged (17-Lys-Tyr-Glu-Thr-Lys-Arg-22) in -sarcin and
the presence of Asp 20 in the mutants may also explain the
decreased stability of the corresponding variants. As men-
tioned above, the structure of the amino-terminal region of
restrictocin is not known and, therefore, it is not possible to
assign this effect to a particular residue or group of residues.
Ribonucleolytic activity
Resolution of the three-dimensional structures of -sarcin
and restrictocin has allowed modeling of the docking of
these proteins and their SRL substrate (Yang and Moffat
1996; Campos-Olivas et al. 1996, Pérez-Cañadillas et al.
2000). According to these analyses, the extraordinary high
substrate specificity of -sarcin would be based on the ex-
istence of two regions interacting with SRL RNA that are
separated by >11 Å (Pérez-Cañadillas et al. 2000). One
would be the lysine-rich region in loop 3 (residues 110–114)
responsible for the interaction with the bulged G. This pre-
diction seemed to be confirmed by the fact that deletion of
the corresponding loop in mitogillin created a mutant that
failed to recognize and cleave the SRL RNA (Kao and
Davies 1999). The other region would be loop 5, which, in
the model, is in close proximity to the RNA GAGA loop
that is actually cleaved by the protein. The fact that the three
-sarcin mutants studied retain their capacity to specifically
cleave the ribosomes suggests that the regions involved in
SRL RNA recognition are not affected by the mutations, in
agreement with the docking model, which suggested that
loops 3 and 5 are responsible for such recognition (Fig. 4A).
The nonspecific activity of -sarcin seems to be slightly
affected by the mutations (Fig. 4B). Substitution of Lys 11
with Leu yielded an enzyme displaying a lower activity
against poly(A) whereas the T20D activity was increased.
These results agree with the fact that -sarcin and restric-
tocin display different activity against poly(A) although
they behave very similarly in ribosome cleavage (Fando et
al. 1985). The enzymatic efficiency of -sarcin would be
dependent on the interactions between the catalytic His resi-
due, loop 5, and the amino-terminal -hairpin on the basis
of comparison with the nontoxic RNase T1 (Pace et al.
1991; Noguchi et al. 1995; Pérez-Cañadillas et al. 2000).
-Sarcin His 137 is one of the two catalytic residues playing
a general acid–base role during the ribonucleolytic action
(Pérez-Cañadillas et al. 1998; Lacadena et al. 1999). It is
deeply buried in a special environment as revealed by its
anomalously low pKa of 5.8, because loop 5 folds toward
the active center (Pérez-Cañadillas et al. 1998). In RNase
T1, the loop folds in the opposite direction, and the catalytic
Fig. 6. Diagrams corresponding to the three-dimensional
structure of -sarcin (A) and details of the amino-terminal
-hairpin (B, C). Positively charged residues of loop 2
(from Lys 64 to Lys 89) and amino-terminal -hairpin
(from Lys 11 to Arg 22) are shown in the diagram in D.
Images were generated by the MOLMOL program (Koradi et
al. 1996).
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His 92 is in an exposed environment exhibiting a higher pKa
(Inagaki et al. 1981; Steyaert et al. 1990). In addition, the
side chain of -sarcin His 137 is hydrogen bonded to the
carbonyl oxygen of Gly 143 (loop 5) although this hydrogen
bond is not formed in RNase T1. The active site of -sarcin
is connected with the amino-terminal -hairpin via the salt
bridge established between Lys 11 and Glu 140 (Pérez-
Cañadillas et al. 2000). Thus, the catalytic properties of
ribotoxins against nonspecific substrates would be depen-
dent on interactions involving some residues of the amino-
terminal hairpin of these proteins. Disrupting these interac-
tions by introducing single mutations in the amino-terminal
region could affect the environment and/or accessibility of
His 137, and consequently the nonspecific activity of -sar-
cin. A similar proposal was made (Kao and Davies 1999,
2000) on the basis of analysis of deletion mutants in differ-
ent regions of mitogillin. Deletions comprising stretches
between residues 13 and 23 (corresponding to 14 and 24 in
-sarcin) gave rise to mitogillin variants with elevated non-
specific ribonucleolytic activity, which is in good agree-
ment with the higher activity of T20D against poly(A) ob-
served in our study (Fig. 4B), even considering that, in our
case, only single amino acid changes have been made.
Interaction with lipids
-Sarcin is a highly polar (Martínez del Pozo et al. 1988;
Pérez-Cañadillas et al. 2000), water soluble protein that
binds to and crosses membranes. The effect of this protein
on phospholipid vesicles as well as the conditions required
for this interaction to be established have been well docu-
mented (Gasset et al. 1989, 1990, 1994; Mancheño et al.
1994a,b, 1998; Oñaderra et al. 1993, 1998). It was predicted
that the -sarcin central -sheet defined a hydrophobic core
that could contribute to the interaction with membranes
(Mancheño et al. 1995a). This prediction seemed to be con-
firmed in the light of the results obtained with different
peptides containing sequences corresponding to some of the
-strands that conform this region (Mancheño et al. 1995b,
1998). Apart from these experiments, no other data have
been reported concerning the participation of any ribotoxin
structural element in their interaction with phospholipids,
and very little is known about the protein structural deter-
minants that would mediate this interaction. All the ribo-
toxin mutants studied so far either behaved like the wild-
type protein (Lacadena et al. 1995; de Antonio et al. 2000)
or had not been tested against phospholipid vesicles (Kao
and Davies 1995, 1999; Nayak and Batra 1997; Kao et al.
1998; Lacadena et al. 1999).
Inspection of the -sarcin structure reveals that its surface
is highly charged, with some regions within which positive
charges concentrate (Fig. 6D; Pérez-Cañadillas et al. 2000).
This feature could explain its preference for negative phos-
pholipids (Gasset et al. 1989, 1990). But, it is not easy to
draw any other conclusion about the regions of the molecule
that could be responsible for its specific passage across
membranes. Yang and Moffat (1996) suggested that loop
L3 (corresponding to loop 2 in -sarcin nomenclature)
would be involved in the membrane fusion process induced
by -sarcin (Gasset et al. 1990), but no experimental con-
firmation of this hypothesis has been obtained.
The results presented here suggest that the region around
the 11th and 20th residues might be involved in the inter-
action of -sarcin with lipid vesicles (Fig. 6A–C). Substi-
tution of K11 with Leu resulted in a decreased ability of the
protein to perturb the bilayers whereas substitution of Thr
20 with Asp resulted in increased initial rates of perturba-
tion in spite of the net positive charge decreases. The side
chains of Thr 20 and Asp 9 are near in the three-dimensional
structure of wild-type -sarcin (4.4 Å between Cs). The
presence of Asp at position 20 in the T20D variant would
result in electrostatic repulsion, that may change the orien-
tation of the side chains of Lys 21 and Arg 22, favoring
potential electrostatic interactions with the acidic phospho-
lipids through Lys 11, Lys 14, and Lys 17 (which are lo-
cated in the highly exposed protuberance, residues 9–20, of
the amino-terminal -hairpin), thus explaining the increased
initial rates of perturbation of this mutant variant. Substitu-
tion of Lys 11 with Leu would reduce this effect.
Vesicle aggregation induced by the K11L mutant follows
a biphasic kinetics (Fig. 5A). This observation suggests the
formation of an intermediate protein–vesicle complex that
further evolves to a large aggregate. The initial step of
vesicle aggregation is the formation of a vesicle dimer
maintained by electrostatic interactions. This dimer is fa-
vored when the vesicle-interacting protein displays two
lipid binding regions. A decreased affinity in one of these
regions requires a higher concentration of an intermediate
protein–vesicle complex to form large aggregates. One of
the lipid-interacting regions of -sarcin has been related to
Lys and Arg residues of loop 2 (surface accessibilities
>50%). In fact, Trp 51, close to this loop, is located in the
hydrophobic core of the bilayer upon protein–vesicle inter-
action as its fluorescence is quenched by anthracene incor-
porated in the core of the membrane (de Antonio et al.
2000). Residues from the amino-terminal -hairpin, located
in the opposite side of the -sarcin molecule with respect to
loop 2, might contribute to the second lipid-binding region.
The K11L change would decrease the affinity for electro-
static interaction with vesicles thus explaining the observed
vesicle aggregation kinetics (Fig. 5A).
Cytotoxicity
The observed differences in lipid-interacting ability of the
studied proteins correlate well with their cytotoxic effect.
Restrictocin and the K11L mutant variant are the least ef-
fective in inhibiting both cellular protein biosynthesis and
Amino-terminal hairpin of -sarcin
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ability to perturb the phospholipid bilayer. These observa-
tions strongly suggest the involvement of the amino-termi-
nal -hairpin in the interaction with membranes and the
notion that the cytotoxicity of ribotoxins is related to both
ribonuclease and lipid-interacting activities.
Conclusions
The results show that a single amino acid substitution in
-sarcin can alter its cytotoxicity without altering the over-
all structural folding or the activity against ribosomes. It is
clear from these experiments that the amino-terminal
-hairpin of ribotoxins plays a role in their ability to pen-
etrate different cells. Its absence from other nontoxic
RNases, such as T1 and U2, could explain, in part, why they
are not cytotoxic. Furthermore, this amino-terminal stretch
is one of the regions of the molecule that shows a high
degree of sequence variation among all known ribotoxins
(Wirth et al. 1997; Martínez-Ruiz et al. 1999a,b), resulting
in varying cytotoxicity.
Materials and methods
DNA manipulations
All materials and reagents were molecular biology grade. Cloning
procedures and bacteria manipulations were carried out according
to standard methods (Sambrook et al. 1989) as described previ-
ously (Lacadena et al. 1994, 1995, 1999). Oligonucleotide site-
directed mutagenesis was used to replace Lys 11 by Leu (K11L)
and Thr 20 by Asp (T20D) as described previously (Kunkel et al.
1987; Lacadena et al. 1994, 1995, 1999). To obtain the double
mutant, a second mutagenic round was performed with T20D
DNA as template. The mutagenic primers used were 5-TTGAAC-
GACCAGCTGAACCCCAAGACC-3 for K11L and 5-AA-
CAAGTATGAGGACAAACGCCTCCTC-3 for T20D (the site
of mutation is underlined). The E. coli strains used were BW313
{(HfrKL16 pol45 [LysA (61–62)] dut1 ung1 thi1 relA } to obtain
the uridine-rich ssDNA, DH5F({[F] endA1 hsdR17 (r−K m−K)
supE44 thi-1 recA1 gyrA (NaIR) relA1 (lacZYA-argF) U169
deoR [80 dlac (lacZ) M15]}) for the expression constructs, and
BL21(DE3)(F ompT [lon] hsdB (r−B m−B)) for protein production.
The thioredoxin-producing plasmid (pT-Trx; Yasukawa et al.
1995) was a generous gift of Dr. S. Ishii, from the Riken Tsukuba
Life Science Center (Japan).
Protein production and purification
BL21(DE3) cotransformed with pT-Trx and the corresponding
-sarcin mutant plasmid were used to produce and purify the mu-
tants, as described for the wild-type protein (Lacadena et al. 1994;
García-Ortega et al. 2000). Wild-type -sarcin and restrictocin
were produced and purified according to methods reported previ-
ously (Olson and Goerner 1965; Gavilanes et al. 1983; Lacadena
et al. 1994). Polyacrylamide gel electrophoresis of proteins, pro-
tein hydrolysis, and amino acid analysis were also performed ac-
cording to standard procedures (Gavilanes et al. 1983; Lacadena et
al. 1994).
Spectroscopic characterization
Absorbance measurements were carried out with a Uvikon 930
spectrophotometer at 100 nm/min scanning speed, at room tem-
perature, and in 1-cm optical-path cells. CD spectra were obtained
on a Jasco 715 spectropolarimeter at 0.2 nm/sec scanning speed;
0.1- and 1.0-cm optical-path cells were used for the far- and near-
UV, respectively. Mean residue weight ellipticities were expressed
in units of degree ×cm2/dmole. Extinction coefficients E(0.1%, 1
cm, 280 nm) were calculated from their absorbance spectra and
amino acid analyses. Thermal denaturation profiles were obtained
by measurement of the temperature dependence of the ellipticity at
220 nm in the range of 25°C–85°C; the temperature was continu-
ously changed at a rate of 0.5°C/min. Tm values were calculated
assuming a two-state unfolding mechanism. Fluorescence emis-
sion spectra were obtained on an SLM Aminco 8000 spectrofluo-
rimeter at 25°C and in 0.2-cm optical-path cells, as described
previously (Gavilanes et al. 1983; Lacadena et al. 1999).
Ribonucleolytic activity
The specific ribonucleolytic activity of -sarcin was followed by
detection of the release of the 400-nt -fragment (Schindler and
Davies 1977; Endo and Wool 1982; Endo et al. 1983) from a
cell-free reticulocyte lysate (Promega) (Lacadena et al. 1994,
1995, 1999). The production of the 400-nt -fragment was visu-
alized by ethidium bromide staining after electrophoresis on a
2.4% agarose gel. The amount of -fragment was estimated from
the ethidium bromide-stained gel with the photo documentation
system UVI-Tec and the software facility UVIsoft UVI band Win-
dows Application V97.04. The residual 16S rRNA was used as
reference for normalization. The activity of the purified proteins
against poly(A) was assayed at pH 4.5 in 15% polyacrylamide gels
containing 0.1% SDS and 0.3 mg/mL of the homopolynucleotide.
This zymogram method was based on one described previously
(Blank et al. 1982; Lacadena et al. 1994, 1995; Kao and Davies
1995, 1999, 2000). Proteins exhibiting ribonuclease activity appear
as colorless bands after appropriate destaining. Volumograms
(density or quantity of a spot calculated from its volume made of
the sum of all pixel intensities composing the spot) of these bands
(obtained with the photo documentation system described above)
were also used to quantify the activity. All assays were performed
with controls to test potential nonspecific degradation of the sub-
strates, which does not occur under the conditions used.
Protein–lipid interactions
All phospholipids used were purchased from Avanti Polar Lipids
Inc. Vesicles were formed by hydration of a dry lipid film with
Tris buffer (15 mM Tris [pH 7.0] containing 0.1 M NaCl and 1
mM EDTA) for 60 min at 37°C. The lipid suspension was sub-
jected to five cycles of extrusion through two stacked 0.1 m (pore
diameter) polycarbonate membranes (Mancheño et al. 1994a). The
average diameter of the vesicle population was 100 nm (85% of
the vesicles in the range 75–125 nm), as determined by electron
microscopy studies (Mancheño et al. 1994a). Phospholipid con-
centration was determined as described (Barlett 1959).
Aggregation of phospholipid vesicles was monitored as de-
scribed before (Gasset et al. 1989) by measurement of the increase
in the absorbance at 360 nm of a suspension of phosphatidylglyc-
erol vesicles in Tris buffer (30 M final lipid concentration) after
addition of a small aliquot of a freshly prepared solution of protein.
Intermixing of membrane lipids was analyzed by considering fluo-
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rescence energy transfer assays (Struck et al. 1981) as described
(Mancheño et al. 1994a,b). A decrease in the donor-to-acceptor
fluorescence energy transfer indicates lipid-mixing between mem-
branes. Leakage of vesicle aqueous contents was measured by use
of the 8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid/N,N-p-xylenebi-
spyridinium bromide assay also as described previously
(Mancheño et al. 1995b, 1998). Binding of the proteins to the lipid
vesicles was analyzed by measurement of the free protein concen-
tration in the supernatant obtained by centrifugation (160000g/60
min, Beckman Airfuge) of protein–vesicle mixtures at different
protein/lipid ratios. This protein concentration was calculated by
analysis with a photo documentation system of the Coomassie-
stained SDS gels resulting from subjecting supernatant aliquots to
SDS–PAGE. A calibration plot, volumogram of the protein band
(obtained as described above) versus protein concentration (deter-
mined by amino acid analysis of acid-hydrolyzed protein samples)
was used for these calculations. Other experimental details were as
reported previously (Gasset et al. 1989, 1990, 1994; Mancheño et
al. 1994a,b, 1998; Oñaderra et al. 1993, 1998).
Cytotoxicity assay
This assay was performed essentially as described (Turnay et al.
1993) by use of RD (human rhabdomyosarcoma) cells. Protein
synthesis was analyzed by measurement of the incorporation of
L-[4,5–3H]leucine (166 Ci/mmole). The radioactivity was mea-
sured in a Beckman LS 3801 liquid scintillation counter. The
results are expressed as percentage of incorporation in control
samples. A plot of these percentage values versus toxic protein
concentration in the cytotoxicity assay allows the calculation of the
IC50 values. Those values reported correspond to the average of
triplicate experiments.
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Ribotoxins are a family of highly specific fungal ribo-
nucleases that inactivate the ribosomes by hydrolysis of
a single phosphodiester bond of the 28 S rRNA. -Sarcin,
the best characterized member of this family, is a potent
cytotoxin that promotes apoptosis of human tumor cells
after internalization via endocytosis. This latter ability
is related to its interaction with phospholipid bilayers.
These proteins share a common structural core with
nontoxic ribonucleases of the RNase T1 family. How-
ever, significant structural differences between these
two groups of proteins are related to the presence of a
long amino-terminal -hairpin in ribotoxins and to the
different length of their unstructured loops. The amino-
terminal deletion mutant (7–22) of -sarcin has been
produced in Escherichia coli and purified to homogene-
ity. It retains the same conformation as the wild-type
protein as ascertained by complete spectroscopic char-
acterization based on circular dichroism, fluorescence,
and NMR techniques. This mutant exhibits ribonuclease
activity against naked rRNA and synthetic substrates
but lacks the specific ability of the wild-type protein to
degrade rRNA in intact ribosomes. The results indicate
that -sarcin interacts with the ribosome at two regions,
i.e. the well known sarcin-ricin loop of the rRNA and a
different region recognized by the -hairpin of the pro-
tein. In addition, this latter protein portion is involved
in interaction with cell membranes. The mutant dis-
plays decreased interaction with lipid vesicles and
shows behavior compatible with the absence of one ves-
icle-interacting region. In agreement with this conclu-
sion, the deletion mutant exhibits a very low cytotoxic-
ity on human rhabdomyosarcoma cells.
Fungal extracellular ribonucleases are a diverse group of
proteins, with RNase T1 being its best known representative
(1). They show different substrate specificity, but most of them
degrade RNA in a nonspecific manner. However, among this
group of RNases, there is a family displaying an exquisite
specificity because they are capable of cleaving a single phos-
phodiester bond of those present in the ribosome. These en-
zymes are named ribotoxins (2), and their target bond is located
in the larger rRNA at a sequence known as the sarcin-ricin loop
conserved in all prokaryota and eukaryota (3, 4). This cleavage
releases a characteristic oligonucleotide, the -fragment (the
oligonucleotide released from the 3 end of the 28 S rRNA in the
large ribosomal subunit by the action of -sarcin). As a result
ribosomes are inactivated, and protein biosynthesis is inhibited
(5, 6), placing ribotoxins among the most potent inhibitors of
translation (2, 7). In addition, ribotoxins are cytotoxic proteins
because they are able to gain entry into some cells (8, 9). The
best characterized member of this family of highly specific
RNases is -sarcin, which is a single polypeptide chain protein
composed of 150 amino acid residues and secreted by the mold
Aspergillus giganteus (10, 11). This ribotoxin has been shown to
be cytotoxic for many human tumor cells (8–10) by producing
the -fragment, which leads to cell death via apoptosis (9).
Endocytosis is the mechanism responsible for the cell internal-
ization of -sarcin (9), which is probably related to its ability to
interact with phospholipid bilayers (12–16). The three-dimen-
sional structures of -sarcin (17) and restrictocin (18), another
member of the ribotoxin family, have been solved. This infor-
mation has revealed that ribotoxins share a common structural
core with the family of fungal extracellular nontoxic RNases,
represented by RNase T1 (1), composed of a central antiparallel
-sheet packed against a small -helix and a conserved active
site located on the other side (see Fig. 1).
Although proteins from the RNase T1 family display a low
degree of sequence similarity with ribotoxins, RNase U2 is the
member more closely related to -sarcin (11, 19). This RNase is
a nontoxic protein secreted by the smut fungus Ustilago spha-
erogena and composed of a single polypeptide chain of 104
amino acid residues (20). Whereas -sarcin, a basic protein
(pI  8) (11), hydrolyzes a single bond in ribosomal RNA and
interacts with membranes, RNase U2, a highly acidic protein
(pI3) (21, 22), causes extensive degradation of the RNA but
does not interact with lipid bilayers and is not cytotoxic (23).
Nevertheless, both share a common three-dimensional struc-
ture pattern (17, 24) (see Fig. 1). In vitro assays have revealed
that nanomolar concentrations of -sarcin result in the specific
hydrolysis of the large rRNA or a synthetic oligoribonucleotide
mimicking the SRL (25), but micromolar concentrations result
in a less specific cleavage of the substrates (25), showing only a
preference for the 3-side of purines. -Sarcin can also cleave
A/GpA dinucleotides, although with low specific activity (26–
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28). RNase U2 displays a low specificity beyond a strong pref-
erence for 3-linked purine nucleotide phosphodiester bonds
(A  G  C  U) (29, 30). Both proteins, -sarcin and RNase
U2, are cyclizing RNases because they produce a 2,3-cyclic
intermediate as a result of the cleavage reaction (26, 30). How-
ever, the catalytic efficiency of RNase U2 against naked RNA,
homopolynucleotides, or dinucleotides is several orders of mag-
nitude higher (26, 30, 31). Thus, -sarcin specifically cleaves a
phosphodiester bond in ribosomes, whereas RNase U2 causes
extensive digestion of the RNA and is a more efficient ribonu-
cleolytic enzyme.
It is therefore of interest to find out which portions of -sar-
cin, absent in related fungal RNases, account for its ribonucle-
ase specificity and cytotoxicity. Comparison of the three-dimen-
sional structures of RNase U2 and -sarcin (17, 24) reveals that
the greatest differences are present in both the unstructured
loops and the amino-terminal region (see Fig. 1). In -sarcin
there is a NH2-terminal -hairpin (residues 1–26) that forms a
solvent exposed protuberance and shows a complex topology
that can be considered as two consecutive minor -sheets con-
nected by a hinge region (17) (see Fig. 1). The second minor
-sheet of this amino-terminal hairpin is composed of two short
strands (Asp9–Asn12 and Lys17–Thr20) connected by a type I
-turn (Pro13–Asn16). This structural component is absent in
RNase U2 (see Fig. 1), although residues 7–14 constitute a
shorter -hairpin structure. The K11L mutant of -sarcin
shows both decreased ability to interact with lipid bilayers and
reduced cytotoxicity (32). This led to the proposal that the
absence of the second minor -sheet at the NH2-terminal of
RNases U2 or T1 could explain why they are not cytotoxic (32).
We have prepared, isolated, and characterized -sarcin (7–
22), a deletion mutant in which residues 7–22 were replaced by
two Gly residues. Thus, the hinge region, the second minor
-sheet, and the turn in the amino-terminal hairpin of -sarcin
were replaced by the Gly-Gly turn connecting the first minor
-sheet present in RNase U2 (see Fig. 1).
EXPERIMENTAL PROCEDURES
DNA Manipulations—All of the materials and reagents were molec-
ular biology grade. Cloning procedures and bacteria manipulations
were carried out according to standard methods (33), as described
previously (27, 34). Site-directed mutagenesis was used to obtain the
deletion mutant as previously described (27, 34–36). The mutagenic
primer used was: 5-GTGACCTGGACCTGCGGCGGCCTCCTCTACA-
ACCAG-3. The two codons that substitute the -sarcin sequence
stretch from Leu7 to Arg22 by Gly-Gly are underlined (Fig. 1). The
Escherichia coli strains used were BW313 ((HfrKL16 pol45 (LysA (61–
62) dut1 ung1 thi1 relA1) to obtain the uridine-rich single-stranded
DNA, DH5F (((F) endA1 hsdR17 (rK m

K) supE44 thi-1 recA1 gyrA
(NaIR) relA1 (lacZYA-argF) U169 deoR (f80 dlac (lacZ) M15))) for the
expression constructs, and BL21(DE3)(F ompT (lon) hsdB (r

B m

B))
for protein production. The thioredoxin producing plasmid (pT-Trx) (37)
was a generous gift of Dr. S. Ishii (Riken Tsukuba Life Science Center).
Protein Production and Purification—BL21(DE3) cotransformed
with pT-Trx and the corresponding -sarcin mutant plasmid were used
to produce and purify the mutant as described for the wild-type protein
(34, 38). Fungal wild-type -sarcin was produced and purified according
to methods previously reported (10, 34). Recombinant RNase U2 was
purified from the extracellular medium of Pichia pastoris cultures as
described (31). This protein retains the enzymatic and spectroscopic
properties of the fungal natural RNase U2 (31). Polyacrylamide gel
electrophoresis of proteins, protein hydrolysis, and amino acid analysis
were also performed according to standard procedures (34).
Spectroscopic Characterization—Absorbance measurements were
carried out at room temperature in 1-cm optical path cells on a Uvikon
930 spectrophotometer (Kontron Instruments, Milan, Italy) at 100 nm/
min scanning speed. Extinction coefficients E(0.1%, 1 cm, 280 nm) were
calculated from the absorbance spectra of the proteins and amino acid
analyses to determine concentration. Circular dichroism spectra were
obtained on a Jasco 715 spectropolarimeter (Easton, MD) at 0.2 nm/s
scanning speed; 0.1- and 1.0-cm optical path cells were used in the far
and near UV, respectively. Mean residue weight ellipticities were ex-
pressed in units of degrees  cm2  dmol1. Thermal denaturation
profiles were obtained by measuring the temperature dependence of the
ellipticity at 220 nm in the range of 25–85 °C; the temperature was
continuously changed at a rate of 0.5 °C/min. Tm values (temperature at
the midpoint of the thermal transition) were calculated assuming a
two-state unfolding mechanism. Fluorescence emission spectra were
obtained on a SLM Aminco 8000 spectrofluorimeter (Urbana, IL) at
25 °C in 0.2-cm path cells. All of these determinations were made as
described previously (27).
NMR Experiments—Mutant (7–22) was dissolved at 1.5 mM concen-
tration in 0.5 ml of H2O:D2O (9:1 v/v) at pH 6.0. The data were collected
at 35 °C, using sodium 3-trimethylsilyl(2,2,3,3,–42H4) propionate as
internal reference. NMR experiments were performed on a Bruker
Avance 800 MHz spectrometer (Karlsruhe, Germany) equipped with a
triple resonance probe and three axis pulsed field gradients. 1H homo-
nuclear total correlation spectra (39) with a mixing time of 60 ms and
nuclear Overhauser effect spectra (40) with a mixing time of 50 ms were
recorded by standard methods with water suppression achieved by
including the WATERGATE module (41) in the original pulse se-
quences. The size of the acquisition data matrix was 2048  512 words
in f2 and f1, respectively. Before Fourier transformation, the two-dimen-
sional data matrix was multiplied by a phase-shifted sine bell or square
sine bell window function in both dimensions. The corresponding shift
was optimized in every experiment. Base-line correction was applied in
both dimensions. All of the spectra were processed and analyzed using
the Bruker software package XWINNMR and ANSIG (42) on an IRIS
Indigo work station (Silicon Graphics, Mountain View, CA). 1H NMR
resonances were assigned using standard sequential assignment pro-
cedures (43). Spin systems were identified by analysis and comparison
of the total correlation spectroscopy spectra with those of the wild-type
protein (44). The through-space connectivities were then determined
using the nuclear Overhauser effect spectra.
Ribonucleolytic Activity—The specific ribonucleolytic activity of
-sarcin was followed by detecting the release of the 400-nucleotide
-fragment (5, 6) from a cell-free reticulocyte lysate (Promega, Madison,
WI) (34, 35), which was visualized by ethidium bromide staining after
electrophoresis on 2.4% (w/v) agarose. The activity of -sarcin was also
analyzed on naked rRNA extracted from E. coli with acid phenol-
guanidinium thiocyanate-chloroform (33). The culture was homoge-
FIG. 1. Structures of -sarcin and RNase U2. A, diagrams corre-
sponding to the three-dimensional structures of -sarcin and RNase U2
constructed from the atomic coordinates deposited in the Protein Data
Bank (codes 1DE3 and 1RTU, respectively). Both structures have been
fitted to the coordinates of the peptide bond atoms of residues His50,
Glu96, Arg121, and His137 of -sarcin and His41, Glu62, Arg85, and His101
of RNase U2, those involved in catalysis. B, diagram showing the
NH2-terminal region of -sarcin including the deleted amino-terminal
-hairpin (residues 7–22). The numbers refer to the sequence position of
the residues defining each  strand element. Images were generated by
the MOLMOL program (65). C, NH2-terminal sequences of -sarcin,
RNase U2, and the mutant (7–22) are shown. The residues substituted
by two glycines (which are in bold) in the mutant variant are in boxes.
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nized by sonication in a water bath after addition of the above dena-
turant solution. The integrity of the purified RNA was verified by
electrophoresis, which confirmed the predominance of the 23 and 16 S
rRNA species. The activity assay was performed with this RNA prepa-
ration under conditions identical to those described for the reticulocyte
lysate. The reaction was stopped by addition of SDS to a final concen-
tration of 1% (w/v), and the products were analyzed by electrophoresis
on agarose gels. The specific cleavage of a synthetic 35-mer RNA by
-sarcin was also studied. The synthesis of this synthetic 35-mer RNA
was carried out as described (7) by using synthetic and urea-PAGE
purified DNA templates: (T7-promoter) 5-TTCTAATACGACTCACTA-
TAG-3 and (template) 3-AAGATTATGCTGAGTGATATCCCTTAGG-
ACGAGTCATGCTCTCCTTGGCGTCCAA-5 and the AmpliScribe T7
transcription kit (Epicentre Technologies; Madison, WI). The resulting
product was purified by electrophoresis on 8% (w/v) polyacrylamide gel
containing 7 M urea in 45 mM Tris-borate buffer, pH 8.3, containing 1
mM EDTA (33). The assay was performed with 2 M synthetic 35-mer
RNA and a protein concentration (wild-type -sarcin or deletion mu-
tant) in the 6 nM to 6 M range, after incubation for 20 min at 37 °C in
10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4 (7). The reaction products were detected
by ethidium bromide staining after electrophoretic separation on a
denaturing 19% (w/v) polyacrylamide gel. The specific action of -sarcin
produces both 21- and 14-mer fragments.
The activity of the purified proteins against poly(A) was assayed in
15% (w/v) polyacrylamide gels containing 0.1% (w/v) SDS and 0.3 mg/ml
of the homopolynucleotide. This zymogram method (34, 35, 45) was
based on one previously described (46). After electrophoresis, the gel
was incubated at 37 °C for 3 h and then stained with 0.2% (w/v)
toluidine blue. The proteins exhibiting ribonuclease activity appear as
colorless bands, because of degradation of the polynucleotide, after
appropriate destaining. This assay, which was performed at two differ-
ent pH values (4.5 and 7.0), is useful to detect the presence of other RNA
degrading activities in the protein samples. Volumograms of these
bands (based on integrating all of the pixel intensities composing the
spot) were obtained with the photo documentation system UVI-Tec
(Cambridge, UK) and the software facility UVIsoft UVI band Windows
Application V97.04. These data were used to quantify the activity.
The activity of the proteins against dinucleotides (ApA and ApG) was
measured at pH 5.0 as described elsewhere (26) by analysis of the
reaction products (ApA/G, adenosine or guanosine, 3-AMP, and 2,3-
cAMP) resolved by HPLC (26).1 RNase U2 was assayed at lower protein/
substrate ratio and shorter incubation time than -sarcin because of its
considerably higher enzyme activity. All of the assays were performed
with controls to test potential nonspecific degradation of the substrates,
which does not occur under the conditions used.
Protein-Lipid Interaction—All of the phospholipids used were pur-
chased from Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL). The vesicles were
formed by hydrating a dry lipid film with Tris buffer (15 mM Tris, pH
7.0, containing 0.1 M NaCl and 1 mM EDTA) for 60 min at 37 °C. The
lipid suspension was subjected to five cycles of extrusion through two
stacked 0.1-m (pore diameter) polycarbonate membranes (14). The
average diameter of the vesicle population was 100 nm (85% of the
vesicles in the range 75–125 nm), as determined by electron microscopy
studies (14). Phospholipid concentration was determined as described
(47).
Aggregation of phospholipid vesicles, monitored as described before
(12), was measured by the increase in absorbance at 360 nm of a
suspension of phosphatidylglycerol vesicles in Tris buffer (final lipid
concentration, 30 M) after addition of a small aliquot of a freshly
prepared protein solution. Intermixing of membrane lipids was ana-
lyzed by fluorescence energy transfer assays as described (13, 14). A
decrease in the donor-to-acceptor fluorescence energy transfer indicates
lipid mixing between membranes. Leakage of vesicle aqueous contents
was measured by using the 8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid/
N,N-p-xylene-bispyridinium bromide assay as previously described
(48). Other experimental details were as reported previously (12–16, 48,
49).
Cytotoxicity Assay—This assay was performed essentially as de-
scribed (8, 9) by using human rhabdomyosarcoma cells. Protein synthe-
sis was analyzed by measuring the incorporation of L-[4,5-3H]leucine
(166 Ci/mmol). The radioactivity was measured on a Beckman LS 3801
liquid scintillation counter (Palo Alto, CA). The results are expressed as
percentages of radioactivity incorporation in control samples. A plot of
these percentage values versus toxic protein concentration in the cyto-
toxicity assay allows the calculation of the IC50 values (protein concen-
tration required for 50% protein synthesis inhibition). The reported
values correspond to the averages of triplicate experiments.
RESULTS
Spectroscopic and Structural Characterization—The dele-
tion mutant (7–22) of -sarcin was purified to homogeneity as
determined by its behavior on SDS-PAGE. A single immuno-
reactive band was found also after staining with anti--sarcin
polyclonal antibodies in a Western-blot analysis. The amino
acid composition of the purified protein was in agreement with
the mutation performed. The purified recombinant mutant pro-
tein was obtained in good yield (13 mg of protein/liter of
induced bacterial culture), which is more than twice that de-
scribed for wild-type -sarcin in the same expression system
(38). The experimentally determined E(0.1%, 280 nm, 1 cm)
value for the mutant was 1.38, which is within 5% of the value
predicted from its amino acid composition.
The circular dichroism spectra of the mutant showed slight
differences in comparison with that of WT -sarcin (Fig. 2).
Convex constraint analysis (50) of the calculated far UV CD
difference spectrum (wild type minus mutant; Fig. 2A) revealed
the contribution of six residues in -structure, four residues in
turns, and four residues in unordered conformation, which is in
fair agreement with the performed deletion of the -hairpin.
From the near UV spectra, it can be concluded that the tertiary
structure of -sarcin is essentially retained in the (7–22)
mutant. The slight differences observed in this spectral region
(Fig. 2B) can be related to tryptophan-4. In fact, the near UV
1 The abbreviations used are: HPLC, high performance liquid chro-
matography; SRL, sarcin-ricin loop; WT, wild-type.
FIG. 2. Spectroscopic characterization of the (7–22) mutant
of -sarcin. A and B, circular dichroism spectra in the far UV and near
UV regions, respectively, of WT -sarcin (solid circles) and (7–22)
mutant (empty circles). Calculated difference spectra wild type  (7–
22) mutant (triangles). Mean residue weight ellipticity, ()MRW, is ex-
pressed in units of degrees  cm2  dmol1. C and D, fluorescence
emission spectra of wild-type -sarcin and the (7–22) mutant, respec-
tively, at identical protein concentrations. Spectra 1 were obtained for
excitation at 275 nm. Spectra 2 (tryptophan contribution) were obtained
for excitation at 295 nm and normalized at wavelengths above 380 nm.
Spectra 3 (tyrosine contribution) were calculated as the difference spec-
tra (spectrum 1  spectrum 2). Fluorescence emission is expressed in
arbitrary units considering the intensity at the wavelength of the emis-
sion maximum of the wild-type protein, for excitation at 275 nm, as 1.
All of the spectra were recorded at 25 °C and pH 7.0.
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CD spectrum of -sarcin is dominated by the contribution of
Trp51 (a positive CD maximum of about 100 degrees  cm2 
dmol1 at 293 nm), whereas the contribution of Trp4 is about
15 degrees cm2 dmol1 of residue in the range 285–293 nm
(51). The calculated difference spectrum (wild type minus mu-
tant; Fig. 2B) was in the ellipticity range of this latter contri-
bution and showed the same spectral features.
The fluorescence emission of the (7–22) mutant displayed
characteristics similar to those of the WT protein (Fig. 2, C and
D). Nevertheless, the tryptophan emission is 1.2-fold increased
in the deletion mutant, whereas the tyrosine contribution is
0.2-fold decreased in comparison with the corresponding quan-
tum yields of the WT protein. The variation in the tyrosine
contribution is readily explained by the removal of Tyr18 in the
deletion mutant. The fluorescence emission of -sarcin is dom-
inated by the contribution of Trp4, because the other trypto-
phan residue of the molecule, Trp51, is strongly quenched in the
WT protein (51). Thus, the increased Trp quantum yield in the
(7–22) mutant could be attributed to local changes in the Trp4
microenvironment upon deletion, which would be in agreement
with the variation observed in the near UV CD spectrum.
Standard two-dimensional NMR methodology was used to
assign the proton spectra. The process was greatly facilitated
by comparison with the previous assignment of native -sarcin
(44). At least one sequential nuclear Overhauser effect could be
unambiguously assigned for all residues, including those cor-
responding to the mutated region Cys6-Gly7–Gly22-Leu23 (wild-
type numbering). With the exception of rapidly exchanging
protons, 1H assignments were almost complete. A comparison
of the backbone amide protons and H chemical shifts of WT
-sarcin and (7–22) mutant is shown in Fig. 3. Most of the
chemical shift variations were located in very restricted regions
of the protein sequence, all spatially close to the deleted region.
For the H, a large majority of chemical shifts of (7–22)
mutant were within 0.05 ppm of their values in WT -sarcin.
The largest variations were located at the NH2-terminal hair-
pin (Trp4, Thr5, Gly7, Gly22, and Leu24) and at loop 5 (residues
Lys139–Leu145). The amide proton chemical shift differences
were also within 0.05 ppm for the large majority of the resi-
dues. Significant differences were observed for the amide pro-
tons of Trp4, Cys6, Gly7, Leu23, His137, Glu140, Gln142, Gly143,
Glu144, and Ser149. All of these differences refer to residues
surrounding the deleted portion. The observed shifts may have
their origin either in conformational rearrangements of the
protein groups or in field effects arising from the different
distribution of anisotropic groups in the (7–22) protein. In
contrast, most of the protein proton resonances were virtually
unaffected upon mutation. This finding strongly indicated that
the substitution of the native sequence Leu7–Arg22 by Gly-Gly
did not induce global conformational changes in -sarcin.
The mutant variant showed a slightly decreased conforma-
tional stability in comparison with the WT protein (Fig. 4). The
Tm value was decreased by 2 °C (from 62 to 60 °C at pH 5.0 and
from 52 to 50 °C at pH 7.0), which corresponded to a decreased
stability of only about 4 kJ/mol (estimated from the correspond-
ing G values) (52). This very low G value also indicates
that the mutant protein displays a overall conformation similar
to that of the WT protein.
Ribonucleolytic Activity—The (7–22) mutant variant of
-sarcin did not show the high ribonuclease activity of the WT
protein on ribosomes (Fig. 5A). The -fragment characteristic
of the -sarcin activity was not detected when the mutant was
assayed, although a nonspecific degradation of rRNA was ob-
served when large amounts of the mutant variant (200 ng)
were tested. However, both proteins hydrolyzed naked bacte-
rial rRNA specifically to produce the -fragment, and nonspe-
cific degradation of this substrate occurred when large
amounts of both proteins were tested, with the (7–22) mutant
exhibiting higher activity than the WT protein (Fig. 5B). The
deletion mutant, as well as WT -sarcin, also degraded a syn-
thetic 35-mer oligoribonucleotide that mimics the sarcin-ricin
loop of 28 S rRNA producing the 21- and 14-mer fragments
(Fig. 5C). This information has been used to study substrate
specificity of ribotoxins (7). The (7–22) mutant also degraded
the polymeric nonspecific substrate poly(A). Its activity on this
substrate was higher than that of the WT protein (8- and 6-fold
higher at pH values of 4.5 and 7.0, respectively; Fig. 5, C and
D). Dinucleotides are also low specificity substrates of -sarcin
(26, 32) with an optimum pH of 5.0 (27, 28). Therefore, the
activity against the dinucleotide ApA was also assayed. WT
-sarcin and the (7–22) mutant variant displayed very similar
catalytic efficiencies (expressed as the kcat/Km ratio), although
the kcat and Km values were 1 order of magnitude higher for the
mutant (Table I). However, a dramatic difference was observed
when the nature of the products was analyzed. As shown in Fig.
FIG. 3. Comparison of the 1H NMR chemical shifts of WT -sar-
cin and the (7–22) mutant. Chemical shift variations (  mut 
wt) in the protein backbone resonances for H (top panel) and amide
protons (bottom panel), pH 6.0, temperature  35 °C. The residue num-
bers correspond to those of the WT protein.
FIG. 4. Thermal denaturation profiles of WT -sarcin and the
(7–22) mutant. Filled symbols ((1) and (2)), WT -sarcin; open sym-
bols ((3) and (4)), (7–22) mutant. Circles, pH 7.0; squares, pH 5.0. The
measurements were performed by continuously recording the mean
residue weight ellipticity at 220 nm (MRW) expressed in units of 10
3
degrees  cm2  dmol1.
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6, -sarcin behaved as the typical cyclizing RNase (26), i.e. it
first catalyzes the transphosphorylation of ApA, producing
adenosine and 2,3-cAMP, and then it cleaves the cyclic inter-
mediate to 3-AMP (Fig. 6). Under identical conditions, only the
first reaction was performed by the mutant (Fig. 6). Neither
was the 3-AMP product produced when recombinant native
(31) RNase U2 was employed (Fig. 6), although in this case a
much shorter incubation and a much lower enzyme concentra-
tion were used. The specificity of native RNase U2 against
dinucleotides showed that ApA is one of the poorest dinucleo-
tides substrates for this enzyme (30). To rule out the possibility
that the absence of the 3-nucleotide product was due to an
inefficient reaction, the same experiment was performed using
saturating concentrations (50 M) of ApG, the best dinucleotide
substrate for RNase U2 (30); qualitatively identical results
were obtained for the three proteins studied (Fig. 6). Thus,
cleavage of ApG by WT -sarcin produced guanosine, 2,3-
cAMP, and 3-AMP, whereas the latter 3-nucleotide product
did not appear when this dinucleotide was assayed against the
(7–22) mutant variant of -sarcin or recombinant RNase U2
(Fig. 6).
Interaction with Phospholipid Vesicles—It is well docu-
mented that -sarcin interacts with lipid vesicles through elec-
trostatic and hydrophobic interactions (12–16). In particular,
this ribotoxin promotes aggregation of vesicles, intermixing of
phospholipids from different vesicles (lipid mixing), and leak-
age of their aqueous contents. These effects were also promoted
by the (7–22) mutant. However, there were clear differences
between both proteins in terms of the kinetics and completion
of these processes (Fig. 7 and Table II). Thus, the extent of
vesicle aggregation was lower in the case of the mutant variant,
and the kinetic traces displayed a biphasic behavior (Fig. 7, A
and B). Also, the observed initial rates of the aggregation were
lower for the mutant than for WT -sarcin (Table II). The
initial rates of the lipid mixing induced by the mutant variant
were lower than those of the WT protein (Fig. 7C and Table II),
and the kinetics of the process promoted by the mutant variant
FIG. 6. Ribonuclease activity assay of WT -sarcin and its (7–
22) mutant on dinucleotides. HPLC separation profiles, obtained by
recording absorbance at 254 nm (A254), of the reaction products result-
ing from the cleavage of ApA (three left panels) and ApG (three right
panels) after incubation with WT -sarcin, the (7–22) mutant, and
RNase U2 at pH 5.0. The substrate concentrations were 40 and 50 M
for ApA and ApG, respectively. An enzyme concentration of 2 M and an
incubation time of 14.5 h at room temperature were employed for the
wild-type protein and the (7–22) mutant. The reaction for RNase U2,
a much less specific enzyme, was incubated for only 5 min, and the
enzyme concentration was 145 nM.
TABLE I
Activity against ApA at pH 5.0 of WT -sarcin and its (7–22) mutant
Protein Km kcat kcat/Km
M s1 M1 s1
Wild typea 40  4 (2.7  1.0)  104 6.7  0.7
(7–22) 500  35 (11.5  0.2)  104 2.3  0.1
RNase U2b 200  27 (5.8  0.1)  101 (2.9  0.4)  104
a Kinetic parameters ( S.D.) determined from the transesterifica-
tion of ApA by linear regression analysis of double reciprocal plots from
three different determinations (26, 27).
b Recombinant RNase U2 (31).
FIG. 5. Ribonuclease activity assays of WT -sarcin and its
(7–22) mutant. A, ribosome inactivating activity assay of WT -sar-
cin and the (7–22) mutant. The high specific activity of -sarcin is
shown by the release of the 400-nucleotide -fragment (arrow) from the
28 S rRNA of eukaryotic ribosomes. Cell-free reticulocyte lysates (lane
1) were incubated in the presence of 50 ng (lane 2), and 100 ng (lane 4)
of WT protein, as well as 50 ng and 100 ng of (7–22) (lanes 3 and 5,
respectively). The reaction mixture was analyzed by agarose gels and
stained with ethidium bromide. B, E. coli ribosomal RNA (lane 3) was
incubated in the presence of 110 ng (lane 1) and 250 ng (lane 2) of WT
protein, as well as 1 ng and 110 ng of (7–22) (lanes 4 and 5, respec-
tively). The reaction mixture was analyzed by agarose gels and stained
with ethidium bromide. C, 35-mer oligoribonucleotide (lane 1) was
incubated in the presence of 65 ng (lane 2) and 650 ng (lane 3) of WT
-sarcin and 55 ng (lane 4) and 550 ng (lane 5) of (7–22). The reaction
mixture was analyzed by polyacrylamide gels and stained with
ethidium bromide. D and E, Coomassie Blue-stained SDS-PAGE (D)
and zymogram assay (E) of the ribonucleolytic activity against poly(A),
at pH 4.5, of 500 ng of either wild-type -sarcin or (7–22) mutant.
When the zymogram was performed at pH 7.0, qualitatively identical
results were obtained.
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displayed a lag phase (Fig. 7D). The results from the leakage
measurements also revealed less leakage and a lower initial
rate for the mutant (Fig. 7, E and F, and Table II).
Cytotoxic Activity—-Sarcin has been reported to be cyto-
toxic for different human tumor cell lines including human
rhabdomyosarcoma cells (8, 9). These cells were used to assay
the cytotoxic activity of WT -sarcin and its (7–22) variant,
which exhibited very different behavior (Fig. 8). The former
displayed an IC50 value of 0.6 M, whereas the corresponding
value for the (7–22) mutant was more than 40-fold higher.
DISCUSSION
Ribotoxins are an intriguing group of proteins in terms of
structure-function relationships. Their three-dimensional pat-
tern closely resembles that of nonspecific ribonucleases, sug-
gesting that both groups of proteins may have descended from
a common ancestor (2, 45). However, ribotoxins are highly
specific ribonucleases in degrading rRNA, which makes them a
useful tool in determining tertiary structures of rRNA and in
studying RNA-protein interactions (53). This high specificity
converts ribotoxins into potent inhibitors of translation, and
immunoconjugates of ribotoxins with monoclonal antibodies
directed against cancer cell targets are currently employed
(54–56). Moreover, ribotoxins can be involved in allergic reac-
tions. Thus, Asp f 1, the ribotoxin produced by Aspergillus
fumigatus (the ethiological agent isolated in about 80% of the
Aspergillus infections in humans) is associated with IgE-medi-
ated allergic asthma and bronchopulmonary aspergillosis and
severe allergic pulmonary complications in immunocompro-
mised patients (57). Because this is the major allergen of this
microorganism (7, 58) and displays 85% sequence identity
with other ribotoxins, cross-reactivity at the T and B cell level
would be expected. Therefore, elucidation of structural clues
responsible for the differences between nontoxic and cytotoxic
RNases would be very useful for designing engineered proteins
with the desired properties.
With this aim in mind, we have prepared the deletion mu-
tant (7–22) variant of -sarcin. Its spectroscopic characteriza-
tion showed that the three-dimensional structure of the variant
is highly similar to that of the WT protein. The changes ob-
served in the far UV CD spectrum can be explained by the
removal of the characteristic NH2-terminal -hairpin of -sar-
cin. The near UV CD and fluorescence emission analyses indi-
cated minor changes in the microenvironment of Trp4, which is
to be expected from the absence of the proximal hairpin in the
(7–22) variant. NMR data also indicate the lack of any large
conformational change in the protein caused by the mutation.
As expected, the largest variations in chemical shifts, reflecting
changes in the magnetic environment, are found in residues
next to the deleted region. All amide protons and H  changes
in residues distant in the primary structure from the mutated
segment can be analyzed on the basis of the three-dimensional
structure of the WT protein (17). The deletion will abolish
structural interactions between the second half of the NH2-
terminal hairpin and loop 5 (hydrogen bond between H 21 of
Asn8 and O of His137, salt bridge between Lys11 and Glu140, and
-cation interaction between Tyr18 and Lys139) and likely ac-
count for the observed NMR changes. Moreover, the decreased
stability of the mutant variant could be also related to the
abolition of the above mentioned interactions involving resi-
dues of the hairpin and loop 5 (17).
The results obtained reveal that the elimination of the ami-
no-terminal -hairpin of -sarcin produces an active ribonucle-
ase but one devoid of the ability to cleave the 28 S rRNA in the
ribosomes. The (7–22) mutant does not produce the -frag-
ment in the ribosomes, but this fragment is observed when the
variant acts on naked rRNA. The (7–22) variant also shows
the characteristic specific activity of the WT protein on the
35-mer SRL oligoribonucleotide. Therefore, the well character-
ized recognition of the SRL of the rRNA is not enough for both
production of the -fragment and inactivation of the ribosomes
by -sarcin. The amino-terminal -hairpin is involved in an
additional specific interaction with ribosomes required for the
cytotoxic activity. In addition, elimination of the NH2-terminal
-hairpin also somehow affects the -sarcin active center, pro-
ducing an enzyme that cannot cleave the cyclic intermediate.
The role of 2,3-cyclic phosphodiesters in the RNases catalyzed
cleavage of RNA has been controversial. However, now it seems
clear that they are true products of the reaction and not just
intermediates (59–61). Studies performed with RNase A indi-
cated that the initial protonation state of the active site resi-
dues of this enzyme, and perhaps other RNases, is recovered by
a pathway that does not involve substrate molecules (60). This
is probably the case for RNase U2 too, because its molecular
activity for 2,3-cyclic AMP is 100 times slower than for the
dinucleotide ApC (30, 62), i.e. the second step of the reaction is
much slower than the first one. In fact, the 3-monophosphate
derivative was not observed in the assays performed with re-
combinant RNase U2 against dinucleotides (Fig. 6). Thus, in
this regard, it also seems that the deletion mutant of -sarcin
would behave like RNase U2. From the structural point of
view, this close relationship between both proteins can be eas-
ily understood. In the environment of the catalytic center, WT
-sarcin and RNase U2 differ in the orientation of loop 5 be-
FIG. 7. Effect of WT -sarcin and its (7–22) mutant on phos-
phatidylglycerol (PG) vesicles. A, aggregation of vesicles measured
from the increase of absorbance at 360 nm induced by the protein on a
vesicle sample (relative A360, referred to that of WT -sarcin consid-
ered as unit) versus protein/lipid molar ratio. B, kinetic traces corre-
sponding to samples at 0.052 protein/phosphatidylglycerol molar ratio,
as an example. C, mixing of phospholipids from different bilayers meas-
ured as the decrease of resonance energy transfer (relative RET, re-
ferred to that of WT -sarcin considered as unit) versus protein/lipid
molar ratio. D, kinetic traces corresponding to samples at 0.030 pro-
tein/PG molar ratios as an example. E, leakage of intravesicular aque-
ous contents (relative leakage considering that produced by WT -sarcin
as unit) versus protein/lipid molar ratio. F, kinetic traces corresponding
to samples at 0.032 protein/phosphatidylglycerol molar ratio as ex-
ample. Trace 1, WT protein; trace 2, (7–22) mutant.
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cause of the presence or absence of specific interactions with
the NH2-terminal -hairpin (17). Because the (7–22) mutant
lacks these interactions, it is probable that the orientation of
loop 5 and consequently the electrostatic properties of the cat-
alytic His137 resemble those of the nonspecific RNases (His137
is one of the few residues of the mutant displaying differences
in the backbone HN chemical shifts). Thus, the similarity de-
duced from the structure of the proteins could explain the
similar substrate affinity, activity, and enzymatic mechanism
of the (7–22) mutant and RNase U2. The mutant retains the
ability of WT -sarcin to interact with acidic model vesicles but
with a decreased efficiency. The interaction of -sarcin with
bilayers is initiated by the formation of a vesicle dimer main-
tained by electrostatic interactions. Studies performed with
single amino acid mutants at Trp51 (51), Arg121 (63), and Lys11
(32) have suggested that loop 2 and the amino-terminal -hair-
pin, located at two extremes of the protein molecule, are vesi-
cle-interacting regions. Removal of one of these regions, as in
the present deletion mutant, would result in biphasic kinetics
because the large vesicle aggregates (those producing more
light-scattering) would result from the accumulation of a pro-
tein-vesicle complex. On the other hand, WT protein with two
vesicle-interacting regions could directly bridge lipid vesicles.
This would also explain the lag phase observed in the lipid
mixing from different membranes, a process that occurs among
bilayers of aggregated vesicles (Fig. 7).
Endocytosis is the mechanism responsible for the internal-
ization of -sarcin via acidic vesicles (9). Subsequently, it es-
capes from the endosomal compartment via Golgi structures
and exerts its cytotoxic effect on the cytoplasm (9). Because the
ability of -sarcin to interact with membranes is retained in the
mutant, it seems safe to conclude that the absence of the
NH2-terminal -hairpin almost abolishes its cytotoxic proper-
ties by impairing its ability to specifically cleave ribosomes.
Thus, it seems clear that this structural element is involved in
the interaction with the cell membranes but primarily partic-
ipates in the recognition of the ribosome.
It can be concluded from our results that the ribonucleolytic
machinery of -sarcin is preserved in the (7–22) mutant and
even improved in terms of catalytic efficiency. However, the
characteristic specificity of the cytotoxin on ribosomes was lost.
This suggests some involvement of the -hairpin of -sarcin in
substrate recognition. In this context, the crystal structures of
some restrictocin-inhibitor complexes have been recently elu-
cidated (64) and reveal that Lys110, Lys111, and Lys113 of re-
strictocin (Lys111, Lys112, and Lys114 are their counterparts in
-sarcin) contact the base of G4319, the only nucleotide known
to be critical for recognition of the SRL. These residues are far
apart from the -hairpin (at about 30 Å), which makes the loss
of specificity in the (7–22) mutant intriguing. It could be
argued that potential conformational changes in the protein
may occur upon binding to the substrate, bringing these three
residues and the -hairpin region in close proximity and ex-
plaining its involvement in specificity. However, such an in-
duced fit after complex formation does not make important
changes in the protein structure. The C atoms of uncomplexed
and complexed restrictocin superimpose with a root mean
square deviation ranging from 0.5 to 0.7 Å for the different
inhibitors studied (64). We have two potential explanations for
the loss of specificity yet preservation of ribonuclease catalysis.
First, it has been reported (45, 53) that the sequence
15TNKYETK21 of -sarcin, which is highly conserved among all
of the members of this family of ribotoxins (the most dissimilar
sequence is TNKWEDK), displays significant similarity (only
conservative changes are observed) to a sequence found in some
elongation factors that interact with the SRL. Therefore, the
-hairpin of -sarcin, which possesses this sequence, may be an
additional interacting region with the ribosome that is required
for the ribotoxin specificity even though it is distant from the
three lysines contacting G4319. On the other hand, a docking
model has been constructed for the three-dimensional struc-
tures of -sarcin and a 20-mer RNA substrate analog (3) and
reveals that two protein regions separated by more than 11 Å
display suitable geometric and electrostatic properties to po-
tentially interact with the oligonucleotide (17). One region cor-
responds to the three lysine residues mentioned above. The
second one is formed by two segments, residues 51–55 and loop
5 (residues 139–143). Similar results were reported for the
crystal structure of restrictocin (18). Several residues of loop 5
of -sarcin are involved in interactions with the -hairpin:
Lys139 with Asp9 and Glu140 with Lys11 form salt-bridges;
Lys139 and Tyr18 display a -cation interaction; and Glu140 is
hydrogen-bonded to Asp9. The loss of these interactions could
change the orientation of loop 5 and may also alternatively
explain the intriguing absence of specificity in this active ribo-
nuclease (7–22) mutant of -sarcin. The elucidation of the
three-dimensional structure of this mutant is currently in pro-
gress to evaluate structure-activity relationships at an atomic
level.
In summary, the NH2-terminal -hairpin of -sarcin is not
TABLE II
Relative initial rate (rin) and final extent of vesicle aggregation, lipid mixing, and leakage of intravesicular aqueous contents promoted by WT
-sarcin and its (7–22) mutant on vesicles composed of phosphatidylglycerol, at saturating protein/lipid molar ratios
The protein/lipid molar ratios (103) required for half of the maximum extent (C50) are also given. The results (average from three different
determinations) are expressed as values relative to those of WT -sarcin considered as 1. S.D.  0.07 for rin; S.D.  0.05 for the extent; and S.D.
 1.5  103 for C50.
Protein
Aggregation Lipid-mixing Leakage
rin Extent C50 rin Extent C50 rin Extent C50
Wild type 1 1 8 1 1 7 1 1 8
(7–22) 0.5 0.8 17 0.1 1 11 0.7 0.8 15
FIG. 8. Protein biosynthesis inhibition promoted by WT -sar-
cin and (7–22) mutant in human rhabdomyosarcoma cells. Pro-
tein biosynthesis was measured after 18 h of incubation in the presence
of different concentrations of WT -sarcin (solid circles) and (7–22)
mutant (empty circles). The data are expressed as percentages of control
samples in the absence of toxin and are the averages  S.D. of three
independent experiments with two different samples.
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essential for its ribonuclease activity, but it is responsible for
the specific ribosome-inactivating activity of the protein. The
corresponding deletion mutant behaves like RNase U2 in terms
of enzyme mechanism. In addition, this hairpin is one of those
regions involved in protein-membrane interaction. The dele-
tion mutant is able to gain access to the interior of the cell, but
a large amount of it is required for cytotoxicity both because of
its decreased ability to interact with membranes and because of
the absence of catalytic efficiency in specifically degrading the
ribosomal RNA. Assignment of specific -sarcin functions to a
well defined protein region like the amino-terminal -hairpin
opens the possibility of engineering ribonucleases for the prep-
aration of specific cytotoxins.
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 Una vez vistos los efectos que producía la eliminación de la horquilla amino-terminal en 
las ribotoxinas, fundamentalmente a nivel del reconocimiento del ribosoma y, como 
consecuencia, en la citotoxicidad ejercida por estas proteínas, se planteó un nuevo campo 
de estudio, basándonos en la alergenicidad de estas moléculas y en el desarrollo y la 
aplicación reciente de variantes con alergenicidad reducida, denominados hipoalergenos, 
en el estudio, diagnóstico y tratamiento de la alergia. 
 La ribotoxina Asp f 1 es un alergeno importante involucrado en la alergia a hongos, y en 
concreto a Aspergillus. Por lo tanto, la posibilidad de que la eliminación de la horquilla 
amino-terminal de esta molécula pudiera disminuir su capacidad alergénica, al ser una zona 
candidata a poseer epítopos B reconocibles por IgE, además de los efectos vistos hasta 
ahora en los trabajos previos, nos condujo al estudio de la variante de deleción del alergeno 
Asp f 1 desde un punto de vista inmunológico. 
 Para ello, se llevó a cabo un estudio similar al realizado anteriormente con la variante α-
sarcina ∆(7-22) una vez clonadas, tanto la proteína silvestre (procedente de la fuente 
natural, el hongo A. fumigatus) como el mutante de deleción. Posteriormente, en el estudio 
inmunológico, en el que se incluyeron también la α-sarcina y su variante, se analizó la 
capacidad de unión a IgE de las distintas proteínas, empleando una amplia batería de 
sueros de pacientes alérgicos de diferente diagnóstico. (García-Ortega et al, 2004). 
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Aspergillus fumigatus is responsible for many allergic 
respiratory diseases, standing out allergic broncho-
pulmonary aspergillosis because of its severity. Asp f 1 is a 
major allergen of this fungus. This protein of 149 amino 
acids belongs to the ribotoxins family, whose best 
characterized component is α-sarcin. The proteins of this 
group are cytotoxic ribonucleases that degrade a unique 
bond in ribosomal RNA impairing protein biosynthesis. 
Asp f 1 and its deletion mutant Asp f 1 ∆(7-22), as well as 
α-sarcin and its ∆(7-22) mutant, have been produced as 
recombinant proteins. The deleted region corresponds to an 
exposed β-hairpin involved in ribosome recognition. The 
conformation of these proteins has been studied by circular 
dichroism and fluorescence spectroscopy. Their enzymatic 
activity and cytotoxicity against human 
rhabdomyosarcoma cells were also measured. Their 
allergenic properties have been studied by using 58 
individual sera of patients sensitized to Aspergillus. From 
these studies, it can be concluded that the deleted portion 
of Asp f 1 is an important allergenic region. Asp f 1 ∆(7-
22) lacks cytotoxicity and shows a remarkable reduced IgE 
reactivity but retains IgG epitopes. Results are discussed in 
terms of the potential use of these engineered proteins in 
immunomodulation therapies against Aspergillus 
hypersensitivity.  
 
Key words: A.fumigatus allergy; allergen; Asp f 1; 
ribonuclease; ribotoxin; α-sarcin. 
 
 
 
INTRODUCTION 
 
Ribotoxins are secreted fungal ribonucleases whose toxicity 
comes from their ability to reach the cytosol via endocytosis 
without any receptor interaction [1]. Once inside the host cell, 
ribotoxins inhibit protein biosynthesis by inactivating the 
ribosomes what leads to cell death [2]. They cleave a unique 
fosfodiester bond localized in the so called sarcin/ricin loop 
(SRL) of the largest rRNA [3,4]. α-Sarcin (produced by 
Aspergillus giganteus) and restrictocin (from A. restrictus) are 
their best-known members. Numerous molecular and 
functional studies have been performed with this family of 
proteins, particularly with α-sarcin [5-7]. Its three-dimensional 
structure reveals a phylogenetic proximity of ribotoxins to 
proteins from the RNase T1 family, which are also secreted 
microbial ribonucleases but lacking the toxic character [6-9]. 
Both families of proteins share the same overall fold, with an 
almost identical arrangement of the residues involved in their 
catalytic active site [6-8]. However, ribotoxins have much 
longer loops, which are supposedly involved in their 
specificity, toxicity and antigenicity. In this sense, it has been 
demonstrated how the NH2-terminal β-hairpin of α-sarcin is 
involved in the ribosome recognition [10,11] since a correctly 
folded deletion variant [α-sarcin ∆(7-22)] (Figures 1A & B) 
did not specifically cleave the ribosomes and was not toxic 
against host cells [11,12]. This (7-22)-region is not present in 
the non-toxic proteins of the RNase T1 family and shows the 
highest amino acid sequence variability among ribotoxins [9]. 
 Another protein that belongs to the ribotoxins family is 
Asp f 1, a major and one of the best-characterized allergens of 
A. fumigatus [13]. α-Sarcin and restrictocin differ from fungal 
Asp f 1 in only 21 (85 % identity) and 1 (99 % identity) 
residues, respectively (Figure 1C). From this point of view, 
they can be considered as natural variants of Asp f 1. Five out 
of the 21 amino acid differences between α-sarcin and Asp f 1 
are located in the NH2-terminal β-hairpin, a highly flexible and 
exposed region of ribotoxins, independently folded from the 
protein core [7,12] (Figure 1A). These facts suggest that this 
β-hairpin is a good candidate to be a major determinant of the 
immunoreactivity of these proteins.  
 
 
 Abbreviations used: ABPA, allergic bronchopulmonary aspergillosis; α-fragment, the oligonucleotide released from the 3’ end of the 28S 
rRNA in the large ribosomal subunit by the action of ribotoxins; CD, circular dichroism; ∆(7-22) mutant, protein variant of either α-sarcin or Asp f 
1, in which residues 7-22 have been deleted and substituted by Gly-Gly;  nt, nucleotide; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; RD cells, 
human rhabdomyosarcoma cells; SDS, sodium dodecylsulfate; SRL, sarcin/ricin loop. 
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Figure 1 Structure of the recombinant proteins  
 
Diagrams corresponding to the three dimensional structures of (A) α-sarcin and (B) α-sarcin ∆(7-22) constructed from the atomic coordinates deposited in the Protein 
Data Bank (codes 1DE3 and 1R4Y, respectively). Both structures have been fitted to the coordinates of the peptide bond atoms of the catalytic residues of the proteins, 
His-50, Glu-96 and His-137 in α-sarcin and His-36, Glu-82, and His-123 in α-sarcin ∆(7-22). Images were generated by the MOLMOL program [32] and subsequently 
rendered with MegaPov. (C) Sequence alignments of the recombinant proteins: Asp f 1, Asp f 1 ∆(7-22), α-sarcin, and α-sarcin ∆(7-22) [11,13,33]. Two Gly in the 
deletion mutants substituted the deleted portion, marked in bold characters. The recombinant Asp f 1 and Asp f 1 ∆(7-22) have an extra Val residue at the second 
position of the N-terminal with respect to the natural fungal protein. 
 
 
 Fungi, and in particular Aspergillus species, are 
responsible for several human lung pathologies ranging from 
allergic manifestations to invasive infections [14]. Among 
them, allergic inhalant diseases are common within the 
population and bronchopulmonary aspergillosis (ABPA) is the 
most severe form (it can eventually lead to proximal 
bronchiectasis and lung fibrosis). ABPA has a prevalence of 1-
2 % in patients with persistent asthma but this figure rises up 
to 15 % in those individuals with cystic fibrosis [15]. 
Aspergillus fumigatus is usually the mold involved, because it 
is a very ubiquitous fungus with small and thermotolerant 
spores that may colonize the respiratory tract of the host 
leading to the pathological events [16]. Asp f 1 is one of the 
allergens with a high prevalence within ABPA patients. In the 
field of the allergen-specific immunotherapy, the use of 
hypoallergenic variants of well-characterized allergens is one 
of the most promising treatments [17]. Considering the above 
arguments and the structural characteristics of the NH2-
terminal β-hairpin, it seemed interesting to test whether its 
removal would reduce the immunoreactivity of the resulting 
protein. If this engineered variant showed a reduced IgE 
reactivity but retaining that against blocking IgG antibodies, it 
might be useful as starting point to obtain hypoallergenic 
forms of Asp f 1 for clinical application. On the basis of these 
ideas, the allergen Asp f 1 and a deletion variant, in which the 
mentioned hairpin was substituted by two Gly residues (Figure 
1C), have been produced as recombinant proteins and 
characterized from structural, enzymatic, and immunologic 
points of view.  
 
 
EXPERIMENTAL 
 
DNA constructs 
 
All materials and reagents were molecular biology grade. 
Cloning procedures and bacteria manipulations were carried 
out according to standard methods [18]. Recombinant α-sarcin 
and its deletion mutant [α-sarcin ∆(7-22)] were obtained as 
previously described [11,19]. The cDNA of Asp f 1 was 
generated by RT-PCR amplification from a preparation of 
Aspergillus fumigatus mRNA obtained as described [20]. The 
primers used were: Nt-Aspf1 (5’-GTCGTCTTGCGGT-
CACCTGGACATGCATCAACGAACAG-3’) and Ct-Aspf1 
(5’-GTCGTCTTGGATCCTCTCGAGTCTCAATGAGAA-
CACAGTCTCAAGTC-3’). These primers contained BstEII 
and BamHI sites and were used to generate a fragment that 
was cloned in the same sequencing and expression vectors as 
α-sarcin [19]. Kunkel’s oligonucleotide-site directed 
mutagenesis method [21] was used to obtain the deletion 
mutant Asp f 1 ∆(7-22), using the mutagenic primer: 5’-
GTCACCTGGACATGCGGCGGCCTTCTATACAATCAA-
3’. The integrity of both sequences was confirmed by DNA 
sequencing. All of these procedures were also as previously 
described [11,19,22]. 
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Proteins production and purification 
 
Escherichia coli BL21(DE3) cells cotransformed with pT-Trx 
(thioredoxin producing plasmid) and the corresponding Asp f 
1, Asp f 1 ∆(7-22), α-sarcin, or α-sarcin ∆(7-22) pINPG 
plasmids were used to produce these proteins. Cells harboring 
both plasmids were selected in ampicillin (100 µg/ml) and 
chloramphenicol (34 µg/ml) and grown at 37 °C in minimal 
medium up to an optical density at 600 nm of 0.7. Then, the 
protein production was induced with 2 mM IPTG and the cells 
were further incubated for 18 h. The extracellular material was 
removed by centrifugation. The cellular pellet was subjected to 
an osmotic shock and centrifuged. The resulting pellet was 
suspended in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, and 
exhaustively sonicated. This preparation was centrifuged at 
10,000 g for 30 min. The proteins were purified from the 
resulting supernantant by using ion-exchange and molecular 
exclusion chromatographies, as described before for α-sarcin 
and its deletion mutant [11,19,22]. Polyacrylamide (15 % w/v) 
gel electrophoresis and amino acid analysis of proteins were 
performed according to standard procedures. Immunodetection 
by western blot was carried out using rabbit polyclonal 
antiserum risen against a homogeneous preparation of 
recombinant Asp f 1. 
 
 
Spectroscopic characterization 
 
Protein samples for these analyses were dissolved in sodium 
phosphate buffer, pH 7.0, containing 0.1 M NaCl. Absorbance 
measurements were carried out on an Uvikon 930 
spectrophotometer at 100 nm/min scanning speed, at room 
temperature, and in 1-cm optical-path cells. Extinction 
coefficients E (0.1 %, 1 cm, 280 nm) were calculated from the 
absorbance spectra and amino acid analyses. Circular 
dichroism (CD) spectra were obtained on a Jasco 715 
spectropolarimeter at 50 nm/min scanning speed; 0.1- and 1.0-
cm optical-path cells, and 0.1 and 0.5 mg/ml protein 
concentration were used in the far- and near-UV, respectively. 
Mean residue weight ellipticities were expressed in units of 
degree x cm2 x dmol-1. Thermal denaturation profiles were 
obtained by measuring the temperature dependence of the 
ellipticity at 220 nm in the range of 25-85 ºC; the temperature 
was continuously changed at a rate of 0.5 ºC/min. Tm 
(temperature at the midpoint of the thermal transition) and 
∆∆G values were calculated assuming a two-state unfolding 
mechanism [23]. Fluorescence emission spectra were obtained 
on a SLM Aminco 8000 spectrofluorimeter at 25 ºC and in 
0.2-cm optical-path cells. The protein concentration employed 
was 0.05 mg/ml. All these determinations were performed as 
previously described [11,19,22]. 
 
 
Ribonucleolytic activity 
 
The specific ribonucleolytic activity was followed by detecting 
the release of the 400 nt α-fragment [2] from a cell-free 
reticulocyte lysate (Promega Corporation) when protein 
amounts were added in the 50-200 ng range [11,19,24]. The 
production of this 400 nt α-fragment was visualized by 
ethidium bromide staining after electrophoresis on 2.4 % (w/v) 
agarose gels. The specific cleavage of a synthetic SRL 35-mer 
RNA by ribotoxins was also studied. The synthesis and 
purification of this substrate was carried out as previously 
described [2,11]. The assay was performed by incubating 2 
µM SRL 35-mer with 3 µM (300 ng) protein for 20 min at 37 
ºC in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0, containing 0.1 M NaCl 
and 5 mM EDTA [2,11]. The reaction products were detected 
by ethidium bromide staining after electrophoretic separation 
on a denaturing polyacrylamide gel. The activity of the 
purified proteins against poly(A) was assayed at pH 7.0 in 15 
% (w/v) polyacrylamide gels containing 0.1 % (w/v) SDS and 
0.3 mg/ml of the homopolynucleotide. In these zymograms, 
proteins exhibiting ribonuclease activity appear as colorless 
bands after appropriate distaining [2,11,24]. Volumograms of 
these bands, obtained with a photo documentation system 
UVI-Tec and the software facility UVIsoft UVI band 
Windows Application V97.04, were used to quantify the 
activity. All assays were performed with controls to test 
potential non-specific degradation of the substrates. 
 
 
Cytotoxicity assay 
 
This assay was performed essentially as previously described 
[1] using human rhabdomyosarcoma (RD) cells. Briefly, 
protein synthesis was analyzed by measuring the incorporation 
of L-[4,5-3H]leucine (166 Ci/mmol) after 18 h of incubation 
with the protein. The radioactivity was measured on a 
Beckman LS 3801 liquid scintillation counter. The results are 
expressed as percentage of radioactivity incorporation with 
respect to control samples (without protein addition). A plot of 
these percentage values vs. toxic protein concentration in the 
cytotoxicity assay allows the calculation of the IC50 values 
(protein concentration required for 50 % protein synthesis 
inhibition). The reported values are the average of triplicate 
experiments. 
 
 
Patient sera 
 
Sera from 58 A. fumigatus-sensitized patients were included in 
this study. They were distributed in four groups attending to 
diagnosis of asthma, ABPA and cystic fibrosis: asthma (n = 
35), cystic fibrosis (n =13), and ABPA (n = 10). All patients 
had increased serum levels of specific-A. fumigatus IgE, as 
determined by using the Pharmacia UniCAP System. The 
allergic phenotype was established by the clinical history, 
diagnosis, and serology. The diagnosis of ABPA in asthma and 
cystic fibrosis was based on the criteria reviewed by 
Greenberger [15].  
 
 
Immunologic characterization 
 
ELISA was performed in microtitre 96 wells plates coated 
with 100 µl of protein/well (1 µg/ml), according to methods 
previously described [2,25]. Peroxidase reaction was measured 
at 492 nm in a microplate reader Expert 96 using the 
MicroWin 2000 software. Absorbance values under 0.1 were 
considered as negative responses. ELISA inhibition assays 
were also performed as previously described [25]. In this case, 
before the step of IgE binding to the coated antigen, the patient 
sera were incubated with different concentrations of inhibitor 
(1 ng/ml - 100 µg/ml; 0.1 ng – 10 µg). For immunoblotting, 
proteins transferred to Immobilon membranes were incubated  
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with a 1/25,000 dilution of rabbit polyclonal anti-Asp f 1 
antiserum or a 1/10 dilution of patient sera. The following 
incubations were the same as in ELISA. The peroxidase 
reaction was colorimetrically developed using fresh substrate. 
In both types of assays, ELISA or immunoblotting, binding of 
rabbit polyclonal anti-Asp f 1 antiserum was detected by 
peroxidase-labeled goat anti-rabbit IgG (Bio Rad Life Science 
Research Products) diluted 1:3,000. When human sera were 
assayed, IgE binding was detected by mouse anti-human IgE 
(kindly donated by Dr. M. Lombardero, ALK-Abelló, Madrid, 
Spain) diluted 1:5,000, followed by a peroxidase-labeled goat 
anti-mouse IgG (Pierce Biotechnology) diluted 1:2,500. 
Results are the average of at least duplicate measurements. 
 
 
RESULTS 
 
Production and isolation of recombinant proteins 
 
The recombinant protein Asp f 1 and its deletion mutant Asp f 
1 ∆(7-22) were purified to homogeneity as determined by their 
behavior on SDS-PAGE (Figure 2A). Single immunoreactive 
bands were also found in the corresponding Western blots 
developed with anti-Asp f 1 polyclonal antibodies (Figure 2B). 
The amino acid compositions of these proteins were in 
agreement with their respective sequences (Figure 1C). The 
yield of these purifications (2-3 mg per liter of culture) was in 
the same range of that previously described for α-sarcin using 
the same expression system [19,22]. Wild-type and ∆(7-22) 
recombinant forms of α-sarcin were also produced and 
isolated as described [11,19] for their inclusion in this study 
(Figure 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 SDS-PAGE analysis  
 
(A) Coomassie Blue stained (0.5 µg of protein loaded), and (B) immunoblotting 
(0.1 µg of protein) using a rabbit polyclonal antibody anti-Asp f 1, of the four 
analyzed proteins: α-sarcin (1), α-sarcin ∆(7-22) (2), Asp f 1 (3), and Asp f 1 
∆(7-22), (4). The samples were previously reduced with 5 % (v/v) 2-
mercaptoethanol and boiled for 20 min.  
 
 
 
Spectroscopic and structural analysis of recombinant proteins 
 
The experimentally determined E (0.1 %, 280 nm, 1 cm) 
values were 1.61 for Asp f 1 and 1.26 for its deletion mutant 
(Table 1). Both proteins displayed similar CD spectra in the far 
UV range, with a minimum at 219 nm and a shoulder around 
225 nm (Figure 3). The small differences observed between 
both spectra should be related to the contribution of the deleted 
region in Asp f 1 ∆(7-22). The spectra of Asp f 1, Asp f 1 ∆(7-
22) and α-sarcin ∆(7-22) were almost indistinguishable but 
slightly different from that one of wild-type α-sarcin (Figure 3, 
Inset). The near UV CD spectra of Asp f 1 and Asp f 1 ∆(7-22) 
showed higher differences (Figure 3) and, although similar, 
they were not coincident with those reported for α-sarcin and 
its corresponding deletion mutant ∆(7-22) (Figure 3, Inset) 
[11]. These differences were small but significant. 
 
 
Table 1 Extinction coefficients, E (0.1 %, 280 nm, 1 cm), relative Tyr 
(ΦTyr) and Trp (ΦTrp) emission quantum yields for excitation at 275 nm, and Tm 
values and conformational stability parameters relative to α-sarcin of the 
different proteins studied. 
 
 
a) Ref. [31]; b) Ref. [11] 
 
 
 Regarding the fluorescence emission spectra (Figure 4), 
both Asp f 1 variants displayed very similar Tyr and Trp 
contributions, which indicated that the emission of Trp-18, 
present in the deleted portion, is strongly quenched in the 
complete protein. However, the Trp quantum yield in both Asp 
f 1 variants was higher than in α-sarcin (Table 1), where Trp-
18 is substituted by a Tyr residue (Figure 1C). The Trp 
emission in α-sarcin is mostly due to Trp-4 because the 
emission of the other Trp residue (Trp-51) of the molecule is 
negligible [26]; therefore, local differences in the 
microenvironment of Trp-4 between α-sarcin and Asp f 1 
should account for the increased emission of this residue in the 
latter protein. The Tyr contribution of the two Asp f 1 variants 
was lower than for α-sarcin (Table 1) what is easily explained 
by the presence of Tyr-18 in the latter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Circular dichroism spectra in the far- and near-UV regions 
 
Asp f 1 (solid circles) and Asp f 1 ∆(7-22) (empty circles). Difference spectra [Asp 
f 1 minus Asp f 1 ∆(7-22)] in gray circles. Mean residue weight ellipticity, (θ)MRW, 
is expressed in units of degrees x cm2 x dmol-1. The spectra were recorded at pH 
7.0. Wild-type α-sarcin (1) and α-sarcin ∆(7-22) (2) far-UV and near-UV CD 
spectra are given in the corresponding insets. 
 
 
 
Protein E0.1 % ΦTyr ΦTrp Tm (ºC) ∆∆G 
(Kcal/mol) 
α-sarcina 1.34 1.00 1.00 52.0 - 
α-sarcin ∆(7-22)b 1.38 0.80 1.20 50.0 -0.96 
Asp f 1 1.61 0.53 1.37 61.0 +3.77 
Asp f 1 ∆(7-22) 1.26 0.62 1.28 56.6 +1.92 
A
B
1          2          3         4
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Figure 4 Fluorescence emission spectra 
 
All the spectra were recorded at 25 ºC, pH 7.0 and identical protein 
concentrations: Spectra 1, for excitation at 275 nm; Spectra 2, for excitation at 
295 nm (tryptophan contribution) and normalized at wavelengths above 380 nm; 
Spectra 3, (tyrosine contribution) from spectrum 1 minus spectrum 2. The spectra 
of α-sarcin and α-sarcin ∆(7-22) are included as reference. Fluorescence 
intensity units were arbitrary, considering the maximum emission value of the α-
sarcin spectrum 1 as 1.0. 
 
 
 Thermal denaturation profiles showed a single thermal 
transition in all cases (Figure 5), what would be in good 
agreement with a folded-to-unfolded transition in these 
proteins, corroborating the folded status of the Asp f 1 
recombinant preparations. A Tm of 61 ºC was observed for Asp 
f 1, 9 ºC higher than the reported value for α-sarcin but closer 
to 59 ºC, the Tm of the restrictocin ribotoxin [10]. The Tm value 
for the deletion mutant was 57 ºC. The calculated ∆∆G values, 
in comparison with α-sarcin, for Asp f 1 and Asp f 1 ∆(7-22) 
were 3.77 and 1.92 Kcal/mol, respectively (Table 1), which 
were in accordance with increased thermal stabilities. These 
changes in stability can be explained by the sequence 
variations between Asp f 1 (or restrictocin) and α-sarcin, and 
also by the loss of a region of the protein in the deletion 
mutant [11,12]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 Thermal denaturation profiles 
 
(1), Asp f 1; (2), Asp f 1 ∆(7-22); (3), α-sarcin; and (4), α-sarcin ∆(7-22) at pH 
7.0. Measurements were performed by continuously recording the mean residue 
ellipticity, (θ)MRW, at 220 nm, expressed in units of degrees x cm2 x dmol-1. 
 
 Taking into account all of these results, it could be safely 
assumed that both Asp f 1 and Asp f 1 ∆(7-22) recombinant 
proteins were properly folded. 
 
 
Ribonucleolytic activity 
 
Purified recombinant Asp f 1 displayed the specific activity of 
ribotoxins when assayed against ribosomes from a cell-free 
reticulocyte lysate, since it released the characteristic 400-nt 
fragment (α-fragment) when incubated with this substrate 
(Figure 6A). However, the deletion mutant lacked this ability 
and just a slight and non-specific ribonucleolytic activity was 
observed in this case (Figure 6A). When the 35-mer 
oligoribonucleotide mimicking the sarcin/ricin loop (SRL) was 
used as substrate, both proteins specifically cleaved only one 
fosfodiester bond releasing two fragments, 14 and 21-mer, as 
reaction products (Figure 6B). The non-specific 
ribonucleolytic activity of Asp f 1 and its deletion mutant was 
also studied in a zymogram assay using a poly(A) absorbed in 
a polyacrylamide gel (Figure 6C). This assay showed the 
absence of any other contaminating ribonucleolytic-like 
activity in the protein preparations, as well as an increased 
non-specific activity of the mutant, about four-fold higher than 
that of Asp f 1 as deduced from the volumogram analysis of 
the corresponding gels. Altogether, these results were 
coincident with those previously reported for wild-type α-
sarcin and its ∆(7-22) mutant [11]. 
 
 
 
 
Figure 6 Ribonuclease activity 
assays of Asp f 1 and its deletion 
mutant 
 
(A) Ribosomal RNA cleaving activity 
assay performed with cell-free 
reticulocyte lysates and 200 ng of 
protein. The α-fragment (α) only 
appeared in the case of the wild-type 
protein. Identical results were obtained 
with 50 ng of protein (data not shown). 
(B) Incubation of a 35-mer 
oligoribonucleotide (SRL analogue) with 
300 ng of protein. Two new fragments 
appeared (14 and 21 nucleotides) in the 
presence of both proteins. (C) 
Zymogram assay against poly (A). In 
negative controls (-), buffer substituted 
the protein solution.  
 
 
 
 
Cytotoxic activity 
 
The cytotoxic activity of Asp f 1 and its ∆(7-22) deletion 
mutant was studied with rhabdomyosarcoma cells. The IC50 
(concentration required for 50 % protein biosynthesis 
inhibition) of Asp f 1 was 0.7 µM, which was similar to that 
observed for α-sarcin (0.6 µM) [1]. However, the cytotoxicity 
of the deletion variant was strongly impaired since its IC50 was 
about ten-fold higher (Figure 7), as it also occurred for the 
corresponding α-sarcin ∆(7-22) mutant [11]. 
A
B
C
Asp f 1
Asp f 1
∆(7-22)
14
21
α
(-)
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Figure 7 Cytotoxicity assay against rhabdomyosarcoma cells 
 
Asp f 1 (solid circles) and Asp f 1 ∆(7-22) (empty circles). Protein biosynthesis 
inhibition (%) was calculated as 100 x (1 - I/C) were I was the radioactivity 
incorporation at each point and C was the incorporation when no protein was 
added. Protein concentration is plotted in a logarithmic scale. The standard 
deviation of the measurements is also shown. 
 
 
 
Allergenic characterization 
 
Binding of human specific IgE to the proteins was investigated 
by ELISA using individual sera of 58 patients sensitized to 
Aspergillus. These sera were classified according to the patient 
diagnosis, as asthma (n = 35), cystic fibrosis (n = 13) and 
ABPA (n = 10). Asp f 1-specific IgE antibodies were detected 
in 26 out of 58 (44.8 %) sera (6 from the asthma and 10 from 
each cystic fibrosis and ABPA patients groups). The 
prevalence of sera having specific IgE antibodies to Asp f 1 
within the different allergic phenotypes ranged from 17 % 
(6/35) of sera from asthma to 100 % (10/10) of sera from 
ABPA patients (Table 2A). Asp f 1 ∆(7-22), α-sarcin, and α-
sarcin ∆(7-22) showed a very similar prevalence but 
displaying a significant decrease in the IgE-binding capability 
in comparison to Asp f 1. The average reduction was about 30 
% for Asp f 1 ∆(7-22) and α-sarcin, and 50 % for α-sarcin 
∆(7-22) (Table 2B), thus suggesting a potential hypoallergenic 
behavior for these variants. 
 In order to further characterize the allergenic properties of 
Asp f 1 ∆(7-22), α-sarcin, and α-sarcin ∆(7-22), IgE-specific 
immunoblots were performed using an equivolumetric pool of 
11 sera displaying similar values of IgE-binding to Asp f 1 and 
selected from the 26 sera containing Asp f 1-specific IgE 
antibodies. Two different sets of assays were performed. In the 
first one, the samples were not subjected to a reducing 
treatment before being loaded onto the gel. However, 
ribotoxins have two disulfide bonds whose integrity is 
essential for a proper folding after the electrophoretic 
separation. Thus, a second assay was also performed after 
reducing the protein samples. In this second case, the proteins 
analyzed would not contain most of the conformational 
constrains corresponding to the native proteins. The four 
recombinant proteins were reactive with specific IgE 
antibodies in both sets of experiments, although the reactivity 
decreased greatly after the reductive treatment of the disulfide 
bridges (Figure 8). In addition, significant differences were 
observed among the four proteins, showing that the degree of 
IgE-binding decreased in the following order: Asp f 1 > Asp f 
1 ∆(7-22) > α-sarcin > α-sarcin ∆(7-22). Both approaches 
allowed the preliminary analysis of the contribution of 
conformational and/or linear epitopes to the antibody binding 
response, showing how the IgE-binding capability of the (7-
22)-portion was partially preserved even in the reduced 
samples. 
 
 
 
Table 2 Allergenic characterization of the different proteins studied 
 
 (A) IgE-binding prevalence of the four proteins studied within the different 
diagnostic groups of A. fumigatus sensitized patients (values expressed as 
percentages of the total population of 58 sera). The data have been grouped 
according to the diagnostic of the patients whose sera were analyzed 
(asthmatics, cystic fibrosis patients, and ABPA patients with or without cystic 
fibrosis). 
 
 
 
(B) Reduction of the IgE-binding of the studied proteins within groups of sera 
from Asp f 1 sensitized patients (values are expressed as average percentages 
considering the value for Asp f 1 as 100 %). 
 
 
 
(C) Percentage of sera from Asp f 1 sensitized patients whose IgE showed at 
least 50 % reduction of their ability to bind the antigens. 
 
 
 
 
 In order to quantitatively estimate the ability of Asp f 1 
∆(7-22), α-sarcin, and α-sarcin ∆(7-22) to inhibit the IgE 
binding to Asp f 1, inhibition ELISA experiments were 
performed using the above sera pool (Figure 9). The 
percentages of inhibition were 80 % for Asp f 1 ∆(7-22), 75 % 
for α-sarcin, and 60 % for α-sarcin ∆(7-22). Consequently, 
these results showed that the deleted NH2-terminal β-hairpin 
of ribotoxins is involved in the allergenic response to Asp f 1, 
but also that other different regions of these molecules can 
behave as relevant allergenic epitopes. 
 
Diagnostic (patients 
number) Asp f 1 α-sarcin 
Asp f 1 
∆7-22) 
α-sarcin 
∆(7-22) 
Asthma (n=35) 17 17 17 17 
Cystic fibrosis (n=13) 77 77 69 62 
ABPA (n=10) 100 90 100 80 
Diagnostic  Asp f 1 ∆(7-22) α-sarcin 
α-sarcin 
∆(7-22) 
Asthma  23 33 42 
Cystic fibrosis  39 33 56 
ABPA  26 31 50 
Diagnostic Asp f 1 ∆ 
vs. Asp f 1 
α-sarcin 
vs. Asp f1 
α-sarcin ∆ 
vs. Asp f 1 
α-sarcin ∆ 
vs. α-sarcin 
Asthma  33   33 50 20 
Cystic 
fibrosis  50   30 89 33 
ABPA  20 33 70 22 
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Figure 8 IgE-specific immunoblotting 
 
A serum pool from 11 patients with anti-Asp f 1 antibodies was used. The four 
proteins (0.4 µg) [1, α-sarcin; 2, α-sarcin ∆(7-22); 3, Asp f 1; and, 4, Asp f 1 
∆(7-22)] were analyzed in SDS-PAGE under non-reducing (no red) and reducing 
(red) conditions. Before loading onto the gel, the samples were boiled for 20 min. 
This treatment was made in the presence of 5 % (v/v) 2-mercaptoethanol in the 
case of the reduced samples. Bio Rad pre-stained molecular weight markers (M) 
are shown. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 Asp f 1-specific IgE ELISA inhibition 
 
Plate wells were coated with 0.1 µg of wild-type Asp f 1.The pool of sera was 
pre-incubated independently with the four proteins as inhibitors: Asp f 1 (solid 
circles), Asp f 1 ∆(7-22) (empty circles), α-sarcin (solid triangles) and α-sarcin 
∆(7-22) (empty triangles). The inhibitor amount is plotted in logarithmic scale. 
The standard deviation of the measurements is shown. The serum pool 
employed is the same as in Figure 8. 
 
 
 
DISCUSSION 
 
Ribotoxins are a family of proteins with a high degree of 
sequence identity, as α-sarcin and Asp f 1 exemplify (Figure 
1C). Most of the differences among them involve the exposed 
regions, mainly the NH2-terminal β-hairpin that is the subject 
of this work. The three-dimensional structures of α-sarcin [7] 
and α-sarcin ∆(7-22) [12] are known (Figures 1A & B). In α-
sarcin, residues 1 to 26 form a long β-hairpin that can be 
considered as two consecutive minor β-sheets connected by a 
hinge region. The second β-sheet, coincident with the portion 
deleted in this work, juts out as a solvent exposed protuberance 
and is one of the regions with highest conformational 
flexibility [7,27]. It is important to remark that α-sarcin and its 
∆(7-22) mutant show no significant conformational differences 
except for the deleted region [12]. Altogether, all these 
structural data are a good reference in order to discuss the 
spectroscopic and enzymatic features of Asp f 1 and Asp f 1 
∆(7-22). 
 Both Asp f 1 and Asp f 1 ∆(7-22) displayed very similar 
far-UV CD spectra, indicating that the deleted region scarcely 
determines the overall protein folding. The near-UV CD 
spectrum of Asp f 1 (Figure 3) shows extreme values centered 
at 270 and 287 nm, mainly corresponding to aromatic amino 
acids contributions. α-Sarcin near-UV CD spectrum is 
dominated by Trp-51 [26], one of the two Trp residues of this 
protein and conserved in all ribotoxins known so far. This fact 
would explain why the deletion of the NH2-terminal β-hairpin 
of Asp f 1 resulted in only small changes in the near-UV 
region. The different near-UV CD spectra of Asp f 1 and α-
sarcin can be explained by considering the Tyr/Trp change at 
position 18 between the two proteins.  
 Asp f 1 and Asp f 1 ∆(7-22) displayed very similar 
fluorescence emission spectra showing that the Trp-18 
contribution was very small in the complete protein (Figure 4). 
α-Sarcin fluorescence emission is mostly due to Trp-4 whereas 
Trp-51 is highly quenched by its interaction with His-82 [26]. 
By means of using Trp to Phe mutants, the existence of Tyr to 
Trp-51 energy transfer has been shown to occur in α-sarcin 
[26], where removal of the NH2-terminal β-hairpin results in 
enhancement of the Trp emission [11]. Therefore, the 
fluorescence emission differences observed for the four 
studied proteins could be explained by considering local 
effects due to the particular microenvironments surrounding 
their Trp-4 residue. 
 The Asp f 1 thermostability was significantly higher than 
that of α-sarcin (Table 1). The destabilization observed 
between the complete protein and the deletion mutant (Table 
1) was in the same range as that previously found when 
comparing α-sarcin and its deletion variant [11]. Thus, the 
small number of sequence changes existing between α-sarcin 
and Asp f 1 are enough to produce the differences observed in 
stability, but those ones located at the NH2-terminal β-hairpin 
would not play a determinant role in this regard since their 
deletion did not make both mutants closer in Tm value. These 
results also support that the NH2-terminal β-hairpin of Asp f 1 
is a structure that somehow behaves independently of the rest 
of the protein, as it had been demonstrated for α-sarcin 
[7,11,12]. Among the amino acid sequence differences for 
both proteins, there are two of them that could explain these 
changes in thermal stability. Pro-63 of α-sarcin is located 
within the hydrophobic protein core and it is substituted by Ile 
in Asp f 1, what may lead to a more stable structure. But more 
important, Glu-140 in α-sarcin has unusual backbone torsional 
angles [7] and lacks the special flexibility of the corresponding 
Gly residue in Asp f 1 (Figure 1C). Based on this fact, it was 
proposed that mutation of Glu-140 by Gly would result in a 
variant of α-sarcin with increased stability [7] as now 
observed for Asp f 1. On the other hand, it is known that A. 
fumigatus, the mould responsible for the production of Asp f 1, 
grows optimally at 37 ºC whereas the producer of α-sarcin, A. 
giganteus, cannot grow at temperatures above 30 ºC [28]. 
 A major conclusion from these structural results is that 
Asp f 1 ∆(7-22) retains the main overall fold of the wild-type 
protein. Thus, the immunological and enzymatic changes 
discussed below can be safely attributed to the deleted portion 
and not to large conformational changes. 
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 Regarding the enzymatic characterization, it has been 
previously described how the NH2-terminal β-hairpin is an 
essential element for the ribosome recognition by α-sarcin 
[11]. The same conclusion can be extracted from the results 
herein shown for Asp f 1. Asp f 1 ∆(7-22) retains the ability to 
specifically cleave the SRL oligoribonucleotide analogue, and 
it is even a more active ribonuclease than the complete protein 
when a non-specific substrate such as poly(A) is employed, 
but it lacks the elements to both recognize the ribosome and 
maintain the exquisite and unique specificity of ribotoxins 
(Figure 6). 
 In terms of their cytotoxic effect, Asp f 1 and α-sarcin 
display very similar toxicity, what agrees with their identical 
ability to specifically cleave the rRNA in ribosomes. However, 
the deletion mutant of Asp f 1 was significantly less cytotoxic 
than the complete protein, although this effect was not as high 
as in α-sarcin ∆(7-22) [11] (Figure 7). The IC50 of the former 
was 8 µM versus 25 µM of the latter one. This difference 
could be related to a basal toxicity arising from the different 
activity of both deletion mutants against non-specific 
substrates such as poly(A). 
 Asp f 1, Asp f 1 ∆(7-22), α-sarcin, and α-sarcin ∆(7-22) 
were characterized from an immunologic standpoint. The 
relevance of Asp f 1 as a major allergen in hypersensivity to 
Aspergillus [13] was a good reason for the study of its 
allergenic features and the role of the deleted portion in the 
IgE antibody recognition. In fact, it has been generally 
assumed that exposed and highly flexible regions are usually 
good candidates to be B-cell epitopes in proteins. But it is 
important to remark that several studies with synthetic 
peptides overlapping the mentioned region have produced 
controversial results regarding its antigenic behavior [29,30]. 
Our data show a significant prevalence of Asp f 1-specific IgE 
antibodies in sera from patients sensitized to Aspergillus, as 
reported by other authors [2,15,16], but particularly in ABPA 
patients since anti-Asp f 1 antibodies were detected in 100 % 
of patients (Table 2). This finding provides additional evidence 
to support the screening of human sera for anti-Asp f 1 
antibodies as a valuable tool to improve the ABPA diagnosis.  
 The three other proteins studied [Asp f 1 ∆(7-22), α-
sarcin, and α-sarcin ∆(7-22)] showed a marked decrease in 
their reactivity to Asp f 1 IgE antibodies, ranging from 23 % to 
56 % within the three groups of sera (Table 2B), suggesting 
their hypoallergenic character. In this regard, α-sarcin ∆(7-22) 
is the most remarkable since it displayed the largest reduction 
of IgE-binding and this indeed occurred for most of the sera 
(specially for those from cystic fibrosis and ABPA patients) 
(Table 2B & C). 
 Many of the sequence differences found between Asp f 1 
and α-sarcin are located at the NH2-terminal β-hairpin (Figure 
1C). Both proteins differ in only 20 amino acids (86.7 % of 
identity; the recombinant Asp f 1 used in this study contains 
one extra Val residue at position 2, which is absent in the 
natural protein; Figure 1C). Five of these changes are located 
within the 16 residues of the deleted region. Thus, the amino 
acid sequence identity is reduced to 68.8 % in this β-hairpin 
structure. As it can be observed in Table 2 and Figure 9, Asp f 
1 ∆(7-22) shows a diminished reactivity to IgE, indicating that 
the deleted portion is involved in at least one allergenic 
epitope. However, this is not the only important allergenic 
epitope within this molecule, as can be deduced from the 
ELISA-inhibition experiments (Figure 9). There are other 
epitopes in Asp f 1 that are absent in wild-type α-sarcin, since 
the response against the sera of the patients is still lower for 
the latter than for the Asp f 1 ∆(7-22) mutant (Table 2 and 
Figure 9). Many of them would be indeed conformational 
epitopes as shown by the clear reduction in IgE recognition to 
these proteins after being reduced (Figure 8). Regarding α-
sarcin ∆(7-22), it displayed the lowest response against Asp f 
1-specific IgE since it lacks the NH2-terminal β-hairpin as well 
as some of the other Asp f 1 epitopes responsible for the 
different IgE reactivity found for wild-type α-sarcin. In this 
case, half of the Asp f 1-positive allergic asthmatic patients 
showed a reduction higher than 50 % in binding to their IgE 
antibodies, but the number of patients increased to 70-90 % in 
the other two groups (those ones with ABPA or cystic fibrosis) 
(Table 2C). This effect was confirmed when inhibition ELISA 
were performed with the randomized pool of sera (Figure 9). 
The relevance of these observations is reinforced taking into 
account that the three protein variants still retained enough 
antigenic properties as to be recognized by polyclonal 
antibodies raised against wild-type Asp f 1 (Figure 2). 
 In summary, α-sarcin, which can be considered as a 
natural variant of the major allergen Asp f 1, shows a 
remarkable lower IgE-binding capability but it is cytotoxic. 
The two deletion mutant variants genetically engineered have 
lost their cytotoxicity and the deleted NH2-terminal β-hairpin 
has been revealed as a significant allergenic region of Asp f 1. 
In spite of this decreased IgE reactivity, their prevalence 
remains essentially non-affected and they still retain IgG 
epitopes. Thus, both variants would potentially be suitable 
molecules to be employed in immunomodulating therapies in 
Aspergillus hypersensitivity, since they accomplished the 
requirements of retaining the immunogenic response against 
IgG but showing a highly diminished reactivity to IgE. In 
addition, they can be purified to homogeneity in large 
amounts. The feasibility of using these molecules with these 
purposes in the near future seems promising and would 
deserve to be in vivo explored. 
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Se denomina “ingeniería de proteínas” a la manipulación de la secuencia de 
aminoácidos de una proteína mediante técnicas de genética molecular, tratando de 
modificar de manera consciente sus propiedades, ya sean funcionales o estructurales, y sus 
características enzimáticas, químicas o físicas. Esta metodología no es, sin embargo, sino 
una copia de lo que la evolución ha ido generando, desde, por ejemplo, la adaptación de 
moléculas a condiciones extremas, hasta la unión o separación de dominios diferentes o 
complementarios funcionalmente. 
La metodología que se ha manejado en este estudio se basa en estos conceptos. La 
ingeniería de proteínas nos ha servido para avanzar en el conocimiento acerca de las 
diferencias existentes entre las ribotoxinas, y entre éstas y otras RNasas microbianas no 
tóxicas, además de caracterizar un dominio funcional de esta familia, el extremo amino-
terminal. Por último, el conjunto de estos resultados ha permitido también iniciar un 
proyecto con vistas a su aplicación con fines terapeúticos en el tratamiento de 
enfermedades como la alergia. 
 
 
Producción heteróloga de formas recombinantes de α-sarcina y RNasa U2 
 
 A la hora de modificar proteínas y aislarlas con suficiente pureza y rendimiento, es 
crítico disponer de un buen sistema heterólogo de producción. Por ello, y durante un 
periodo de tiempo no despreciable, durante el inicio del trabajo recogido en esta Memoria 
se dedicó un gran esfuerzo a la mejora de los métodos ya existentes. 
 Así, en el caso de la α-sarcina se consiguió incrementar el rendimiento de la purificación 
hasta, en algunos casos, cuatro veces, sin más que alterar el entorno redox del citoplasma 
celular de las bacterias. Para ello se utilizó un plásmido que sobreexpresa la tiorredoxina 
(Yasukawa et al, 1995) que rindió excelentes resultados (en esta Memoria: García-Ortega 
et al, 2000) ya que se purifica a homogeneidad una cantidad de proteína que oscila entre 6 
y 8 mg por litro de cultivo original. Este sistema fue el que luego se empleó, también 
satisfactoriamente, con el resto de los mutantes de α-sarcina que se describen en los 
apartados posteriores de esta Memoria. 
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 En el caso de la RNasa U2, primeramente se agotaron todas las posibilidades de 
producción en E. coli, explorando aquellas que todavía no habían sido probadas con 
anterioridad (Martínez Ruiz, 2000) confirmándose que éste no era el sistema adecuado. Por 
tanto, se utilizó finalmente P. pastoris, si bien se mejoró, tanto el sistema de producción 
puesto a punto anteriormente, como el método de purificación que se venía utilizando 
(Martínez Ruiz, 2000). En cuanto a este segundo aspecto, se introdujo una cromatografía 
de afinidad en 2’,5’ADP-Sepharose que permitía resolver dos fracciones, una, que no se 
retenía en la columna y cuya actividad específica era muy baja, y otra que sí era retenida y 
que, una vez eluida, mostraba unas características enzimáticas muy similares a las de la 
proteína natural (en esta Memoria: Martínez-Ruiz et al, 2000 y 2001). 
 En cuanto a la mejora del rendimiento, se optó por cambiar de plásmido utilizando uno 
de nueva generación, denominado pPICzαA, que se diferenciaba del anterior 
fundamentalmente en dos características. Primeramente, el péptido señal utilizado para 
dirigir la proteína al medio extracelular era completamente diferente. En segundo lugar, la 
selección de las colonias productoras de la proteína recombinante se hacía mediante la 
utilización de un antibiótico, zeocina, y no mediante el empleo de medios deficientes en 
nutrientes como la histidina o el metanol. En conjunto, estas modificaciones permitieron la 
purificación a homogeneidad de una RNasa U2 recombinante, con características 
espectroscópicas y enzimáticas equivalentes las que presenta la natural, y con un 
rendimiento de 3,5 mg por litro de cultivo original (Anexo I). 
 Estos dos sistemas fueron, por tanto, el punto de partida sobre el que se basó el diseño 
de los distintos mutantes y proteínas quiméricas cuya producción, purificación y 
caracterización se abordó durante el tiempo dedicado a la obtención del resto de los 
resultados recogidos en esta Memoria. 
 
 
La horquilla amino-terminal de las ribotoxinas 
 
El hecho de que las ribotoxinas presentasen una identidad de secuencia tan elevada y 
apareciesen en unos géneros tan restringidos del reino de los hongos, hizo pensar que su 
evolución había sido muy reciente. Sin embargo, el reciente descubrimiento de otras 
proteínas parecidas, producidas por organismos diferentes, parece indicar una evolución 
anterior (Martínez-Ruiz et al, 1999a y 1999b). El ejemplo más significativo es la hirsutelina 
(HtA), considerada como intermedio evolutivo entre las RNasas de la familia de la T1 y las 
ribotoxinas, aunque aún está sin caracterizar exhaustivamente (Martínez-Ruiz et al, 1999b). 
No son las únicas ribonucleasas que se secretan por organismos inferiores, ya que también 
es el caso de las de las familias T1 y T2, pero sí son las únicas que presentan actividad 
citotóxica por su capacidad de internarse en las células diana y su actividad tan específica y 
eficaz frente al ribosoma, del mismo modo que lo hacen la mayoría de las RIP descritas. Es 
decir, no sólo habrían adquirido funciones adicionales a las que ya presentan las RNasas 
microbianas tipo T1, dando lugar a una semejanza con las RIP en cuanto a su función 
biológica (probablemente de defensa), sino que, al mantener la actividad ribonucleolítica 
intrínseca, podrían también ejercer la correspondiente a estas RNasas extracelulares, como 
la movilización de fosfato extracelular en momentos de estrés nutricional. 
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La rica funcionalidad de las ribotoxinas hace que, aunque llevan siendo estudiadas 
desde hace mucho tiempo, aún queden aspectos sin resolver; especialmente aquellos que 
son importantes con vistas a su posible utilización terapéutica. Su mecanismo 
ribonucleolítico, su actividad tan específica frente a un sustrato tan esencial para la síntesis 
de proteínas in vivo, y su interacción con membranas, son aspectos que no están 
suficientemente explicados. La demostración de que poseían un centro catalítico 
prácticamente idéntico al del resto de RNasas tipo T1 fue uno de los primeros pasos que se 
dieron desde el punto de vista de la ingeniería de proteínas (Lacadena et al, 1999). 
Demostración que fue inducida por los resultados obtenidos al comparar la secuencia y 
estructura de las ribotoxinas con las RNasas de la familia T1. Los residuos en esta zona, y 
en especial los considerados catalíticos, se conservan en los dos grupos de proteínas, así 
como la lámina β central que los soporta (Figuras 1 y 3A). Sin embargo, esto por sí solo no 
explica la funcionalidad in vivo de estas proteínas, ya que sus parámetros enzimáticos 
como ribonucleasas inespecíficas corresponden a los de una enzima muy pobre y, en 
principio, estos residuos, protegidos en la estructura global de las ribotoxinas, no parecían 
ser los responsables de la interacción con membranas y con el ribosoma. 
Una vez que se resolvió la estructura tridimensional de las dos ribotoxinas más 
estudiadas, la α-sarcina y la restrictocina (Campos-Olivas et al, 1996a, 1996b; Yang y 
Moffat, 1996; Pérez-Cañadillas et al, 2000), se realizaron estudios más detallados en 
cuanto a las diferencias existentes entre ellas y las RNasas de tipo T1. Es llamativa la 
presencia de bucles largos en las zonas expuestas de las ribotoxinas, así como la 
flexibilidad conformacional de algunos de ellos, lo que se deduce de los trabajos de 
dinámica estructural y de los 22 confórmeros de la α-sarcina, obtenidos de los mapas de 
resonancia magnética nuclear por el grupo de la doctora M. Bruix (Figura 11) (Pérez-
Cañadillas et al, 2000 y 2002). La comparación de la secuencia y la estructura de estas dos 
ribotoxinas que, además, representan la mayor variabilidad dentro del grupo (22 cambios 
entre ellas, un 85% de identidad de secuencia), permitió determinar que las principales 
diferencias se localizaban en la horquilla amino-terminal y en los bucles 2 y 5 (Figuras 9B y 
14). Estas eran, también, las zonas de mayor flexibilidad, hasta tal punto que la región más 
expuesta de la horquilla β no pudo ser asignada en el cristal de la restrictocina (Yang y 
Moffat, 1996). La localización de este extremo amino-terminal en la molécula, cuya 
estructura parece prácticamente independiente del resto, y esta flexibilidad, podrían ser las 
responsables de que este elemento participase en el reconocimiento del ribosoma, de las 
membranas lipídicas o de ambos. Además, la variabilidad de secuencia en esta zona, y 
ciertas diferencias que se habían observado entre miembros de la familia tanto a nivel 
inmunológico (Conde et al, 1978; Salvarelli et al, 1994) como de interacción con 
membranas (resultados no publicados obtenidos en nuestro laboratorio), hicieron plantearse 
si algunos de estos residuos de esta región estarían implicados en la funcionalidad de estas 
proteínas. 
De los 8 cambios que aparecen entre la restrictocina y la α-sarcina en esta horquilla β, 
se estudiaron los menos conservados, esto es K11 y T20 en la α-sarcina, correspondientes 
a L10 y D19 en la restrictocina. Para ello, se obtuvieron las variantes K11L, T20D y 
K11L/T20D de la α-sarcina. Como control se utilizaron ambas proteínas silvestres (en esta 
Memoria: García-Ortega et al, 2001). Tras comprobarse que estos cambios puntuales no 
modificaban la estructura global de la proteína (Tablas 1 y 3, Fig. 2 y 3, en García-Ortega et 
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al, 2001), se analizaron a fondo sus características funcionales. Como ya se había 
demostrado previamente, estas dos ribotoxinas no presentaron diferencias significativas en 
cuanto a su actividad específica frente a ribosomas eucariotas (Fando et al, 1985), 
indicando que este reconocimiento no está drásticamente mediado por estos residuos. Sin 
embargo, sí aparecieron diferencias relacionadas con la actividad inespecífica frente a 
sustratos del tipo de poli(A), siendo ésta significativamente menor para el caso de la 
restrictocina. De acuerdo con esto, las variantes de la α-sarcina presentaron también 
diferente actividad en este sentido (Fig. 4 en García-Ortega et al, 2001). La explicación en 
este caso sería que aunque el reconocimiento del sustrato esté mediado, principalmente, 
por los residuos del centro activo y, aunque los residuos alterados se encuentran lejos de 
éste, en la estructura de la α-sarcina se observan contactos específicos entre la horquilla 
amino-terminal, el bucle 5 y el centro activo. Esencialmente, se establece un puente salino 
entre K11 y D140 (bucle 5) y un puente de hidrógeno entre la histidina catalítica H137 y 
G143 (bucle 5) (Pérez Cañadillas, 1999) (Fig. 6 en García-Ortega et al, 2001). Sutiles 
variaciones en esta red de interacciones podrían afectar al acoplamiento del sustrato en el 
centro activo, así como a la posición relativa de la His-137, esencial para la catálisis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Diferencias secuenciales en las estructuras de la α-sarcina y la restrictocina. Se señalan los residuos 
que son diferentes entre ambas, en rojo los que tienen carga negativa: Asp y Glu, en azul con carga positiva: Arg, His 
y Lys, y en verde los residuos sin carga, tanto polares como hidrofóbicos. 
 
 
El hecho de que estas supuestas pequeñas alteraciones del centro activo no produzcan 
ningún efecto cuando se usan ribosomas como sustrato no debe extrañar, pues, al fin y al 
cabo, los residuos mutados se han sustituido por los equivalentes de otra ribotoxina. En 
definitiva, ambas proteínas silvestres, α-sarcina y restrictocina, inactivan el ribosoma con 
parecida eficacia e idéntica especificidad. Además, hay indicios de que la conformación de 
estas proteínas en su forma libre es distinta de aquélla que presentan unidas al sustrato. 
Por ejemplo, como se explica en la Introducción de esta Memoria, se ha obtenido una 
estructura cristalina correspondiente a un complejo formado entre un oligoribonucleótido 
análogo del SRL y la restrictocina (Yang et al, 2001). Pese a que corresponde a una forma 
α−sarcina restrictocina
Lys-11
Thr-20
Leu-10
Asp-19
horquilla β horquilla β
bucle 3
bucle 2
bucle 3
bucle 5
bucle 2
bucle 5
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en la que el sustrato no está correctamente colocado (por eso no se hidroliza), permite 
observar como incluso en dicho cristal aparecen ligeras variaciones en la estructura de la 
proteína con respecto a la de su forma libre. Por ejemplo, la horquilla amino-terminal es 
presumiblemente más estática, lo que sí permite su visualización en el complejo (Figura 
7C); algo que no es posible en el cristal de la proteína aislada (Yang et al, 2001). Esta 
situación tiene que ser, además, mucho más compleja cuando se trate del ribosoma 
completo, pues se pueden dar un mayor número de interacciones. Es posible, por tanto, 
que un cambio conformacional a ese nivel neutralizase esas pequeñas diferencias 
relacionadas con el centro activo de las distintas ribotoxinas. 
En cambio, sí aparecieron diferencias más marcadas a nivel de la interacción con 
membranas (Tabla 3 y Fig. 5 en García-Ortega et al, 2001). En los ensayos con vesículas 
modelo, la restrictocina fue cuantitativamente menos activa a la hora de producir la 
agregación y la liberación de los contenidos acuosos de las mismas, traduciéndose en una 
menor citotoxicidad frente a células tumorales diana en cultivo. Además, el hecho de que 
las variantes obtenidas también presentaran estos parámetros alterados, es señal de la 
implicación de esta zona en dicha interacción con lípidos ácidos y, por tanto, con las 
membranas biológicas. Teniendo en cuenta que el primer paso en la interacción es una 
unión de tipo electrostático, parece fácilmente explicable el hecho de que esta zona de la 
proteína, muy expuesta, y con carácter cargado, esté implicada. En este sentido, los 
cambios introducidos producen una variación local de la carga de la proteína, dando lugar, 
probablemente, a las diferencias observadas (Fig. 6 en García-Ortega et al, 2001). Sin 
embargo, la horquilla amino-terminal de las ribotoxinas no es esencial para su interacción 
con las membranas, como se vio, y se mencionará más adelante, con los estudios de la 
variante de deleción (en esta Memoria: García-Ortega et al, 2002). Por otro lado, el hecho 
de que no sea imprescindible, está de acuerdo con las hipótesis planteadas anteriormente, 
en las que el bucle 2, el más largo de las ribotoxinas y con elevada carga positiva (Figuras 5 
y 9B), aparece con candidato principal, al menos para el primer contacto de tipo 
electrostático (De Antonio et al, 2000; Masip et al, 2001) (Fig. 6 en García-Ortega et al, 
2002). 
Por lo tanto, las sutiles diferencias funcionales entre las ribotoxinas se pueden explicar 
en parte recurriendo a cambios puntuales observados en su horquilla β amino-terminal. En 
esta primera parte del trabajo, quedaría entonces demostrada la implicación de dos 
residuos, Lys-11 y Thr-20, en la funcionalidad de la α-sarcina. En concreto, el cambio K11L 
parece, en gran parte, responsable de una menor actividad ribonucleolítica inespecífica por 
parte de la restrictocina, así como una menor capacidad de interacción con vesículas 
lipídicas y consecuente citotoxicidad. Si observamos todas las secuencias de las ribotoxinas 
obtenidas hasta la fecha, la sustitución K11L sólo aparece en tres de ellas, restrictocina, 
mitogilina y Asp f 1, que forman el subgrupo dentro de las ribotoxinas más alejado de la α-
sarcina (Figura 9A). Sin embargo la clavina que, a pesar de diferenciarse de la α-sarcina en 
18 residuos, se encuentra en su mismo grupo filogenético, sí que posee Lys y Thr en las 
posiciones 11 y 20. Podría ser, por tanto, un buen candidato para corroborar estos 
resultados, aunque los datos que aparecen en la bibliografía con ella son escasos para este 
tipo de análisis. En términos evolutivos, y ya que no se puede asegurar cuál de estos 
subgrupos apareció primero, se pueden plantear dos hipótesis. En la primera, la mutación 
K11L habría aparecido junto con alguna otra complementaria, como por ejemplo D9Q o 
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T20D para compensar sus efectos. Otra posibilidad sería que el subgrupo de la α-sarcina 
hubiera evolucionado desde la restrictocina, mediante la introducción de este residuo, 
convirtiéndose así en más potente en cuanto a toxicidad. 
Tras la obtención de este primer grupo de resultados, se pudo deducir que la horquilla β 
amino-terminal de la ribotoxinas, ausente en el resto de RNasas microbianas no tóxicas, es 
una región importante para el mantenimiento de la funcionalidad citotóxica específica de 
estas proteínas. Por lo tanto, como segunda aproximación se planteó su deleción. 
Comparando las estructuras y secuencias de las RNasas microbianas no tóxicas, U2 y T1, 
con la de la α-sarcina, la zona adicional correspondía a la segunda lámina β antiparalela 
junto con el giro β, siendo éstos los residuos más expuestos al medio (en esta Memoria: 
García-Ortega et al, 2002). La variante obtenida, denominada α-sarcina ∆(7-22), tiene 
sustituida la secuencia aminoacídica 7-22 por dos Gly, tal y como aparece en la RNasa U2 
(Figuras 5 y 9B) (Fig. 1 en García-Ortega et al, 2002). Recientemente, el grupo de la Dra. 
M. Bruix (Instituto de Química Física Rocasolano, CSIC) ha resuelto su estructura por RMN, 
corroborando los resultados que aquí se presentan, en el sentido de que el mutante aislado 
mantiene la estructura global de la α-sarcina (Fig. 2, 3 y 4 en García-Ortega et al, 2002), 
asumiéndose que su conformación es independiente de la del resto de la molécula en 
términos generales (Figura 15) (García-Mayoral et al, 2004). Esta estructura y las 
interacciones puntuales que de ella se pueden extraer permiten ahora explicar con detalle 
los resultados funcionales obtenidos en este trabajo de investigación. 
En primer lugar, la mayor actividad ribonucleolítica de esta variante ∆(7-22) frente a 
sustratos inespecíficos del tipo de poli(A) o dinucleótidos como ApA (Fig. 5 y 6 en García-
Ortega et al, 2002), se puede explicar recurriendo a los cambios que se producen en las 
interacciones intramoleculares, ya comentadas, que conectan la horquilla β con el centro 
activo a través del bucle 5, corroborados ahora con la resolución de la estructura por RMN. 
Del mismo modo, las variaciones en el mecanismo catalítico, más parecido al de la RNasa 
U2, al dar lugar a la acumulación del intermedio cíclico, tienen su origen en estos mismos 
cambios (Tabla I y Fig. 6 en García-Ortega et al, 2002). De hecho, el bucle 5 presenta una 
mayor flexibilidad en la α-sarcina ∆(7-22) que en la proteína completa y deja el centro activo 
más accesible al disolvente como ocurre en las ribonucleasas T1 y U2 (Figura 15) (García-
Mayoral et al, 2004). Una de las interacciones que desaparecen en el mutante es el puente 
de hidrógeno entre el residuo catalítico H137 y N8, lo que probablemente estabilice la forma 
catiónica de la histidina, favoreciéndose de esta forma la primera semireacción del 
mecanismo catalítico (Figura 4). 
En cuanto a la interacción con membranas, el efecto que produce la eliminación de la 
horquilla β no es tan significativo como cabría esperar del estudio previo con variantes 
individuales en esta región (Fig. 5 y Fig. 7 en García-Ortega et al, 2001 y 2002, 
respectivamente). La agregación y la ruptura de vesículas ácidas modelo es más lenta y 
alcanza valores menores que con la proteína completa, pero el efecto final permite deducir 
que no es un dominio esencial para esta función. Probablemente, la pérdida de esta zona 
de la proteína se compense con una mayor dinámica rotacional en la variante de deleción 
(García-Mayoral et al, 2004), favoreciéndose la interacción a través de la otra zona 
propuesta, el bucle 2. Por lo tanto, la poca citotoxicidad que presenta este mutante (Fig. 8 
en García-Ortega et al, 2002) se correlacionaría mejor con su incapacidad para inactivar los 
ribosomas de las células diana que con defectos en el proceso de endocitosis donde la 
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interacción con membranas sí jugaría un papel esencial. Aun así, este proceso endocítico 
no ha sido objeto de estudio en este trabajo por lo que no se puede descartar que también 
se vean afectadas las distintas etapas implicadas hasta la llegada de la proteína tóxica al 
citosol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Comparación de las estructuras de la α-sarcina y la variante α-sarcina ∆(7-22). Los colores siguen el 
patrón de las Figuras 3 y 5. En la superposición (sar/sar∆) aparece la α-sarcina en color negro y la variante de 
deleción en gris. Se señalan las regiones sensiblemente diferentes: la horquilla amino-terminal y el bucle 5 (rojo para 
la α-sarcina y azul para la α-sarcina ∆(7-22)). Las coordenadas provienen del PDB: 1DE3 para la α-sarcina (Pérez-
Cañadillas et al, 2000) y 1R4Y para la α-sarcina ∆(7-22) (García-Mayoral et al, 2004). 
α-sarcina
α-sarcina ∆(7-22)
sar/sar∆
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Sin lugar a dudas, el resultado más importante y llamativo fue la pérdida de citotoxicidad 
debida a la falta del reconocimiento específico del ribosoma que tan característico es de la 
proteína silvestre. Es decir, la deleción no afecta a la interacción con vesículas modelo de 
forma drástica, de forma que no es esencial para la interacción con membranas, pero sí es 
clave a la hora de ejercer su actividad ribonucleolítica sobre el enlace fosfodiéster 
característico del lazo sarcina/ricina cuando forma parte de un ribosoma (Fig. 5 en García-
Ortega et al, 2002). Este resultado cobra mayor importancia si se considera que la proteína 
mutada no ha perdido su capacidad ribonucleolítica, como se ha comentado, porque no 
sólo sigue siendo capaz de degradar sustratos menos específicos como poli(A) o ApA, sino 
que reconoce y degrada específicamente el oligo de 35-mer que mimetiza la estructura del 
SRL (Fig. 5 y 6 en García-Ortega et al, 2002). El hecho de que la deleción no modifique la 
interacción α-sarcina-SRL estaría, sin embargo, de acuerdo con resultados como los 
obtenidos tras la modelización de la interacción α-sarcina-SRL a partir de las estructuras de 
ambos por separado (Pérez Cañadillas, 1999), o la cristalización de complejos de 
restrictocina-SRL (aunque éstos correspondan a formas mal acopladas) (Yang et al, 2001), 
ya que en ambos modelos, la horquilla amino-terminal aparece muy alejada de la molécula 
de RNA (Figura 7C). Además, a pesar de la red de interacciones intramoleculares en la que 
está implicada, que llegan a afectar a residuos del centro activo, ésta es una de las zonas 
de secuencia más variable dentro de las ribotoxinas, sin que estas variaciones puntuales 
parezcan afectar significativamente al reconocimiento del ribosoma por parte de distintas 
ribotoxinas como se ha demostrado aquí al comparar la α-sarcina y la restrictocina (García-
Ortega et al, 2001), y como ya habían indicado otros autores (Salvarelli et al., 1994). En la 
estructura del mutante α-sarcina ∆(7-22) sí se observan variaciones sutiles de los bucles 3 y 
5, ambos propuestos como los responsables del reconocimiento del SRL a nivel de la G 
prominente, pero los resultados demuestran que estos cambios no son suficientes para 
alterar el comportamiento específico de la proteína a este nivel (Figura 15). No parece, por 
tanto, que el papel de la horquilla β corresponda a una interacción específica de secuencia, 
ni tampoco directamente relacionada con el SRL. Estos resultados sugieren una hipótesis 
según la cual serían otros contactos por parte de esta zona con otras del ribosoma, 
proteicas o no, y próximas al SRL, las responsables del reconocimiento específico de los 
ribosomas por parte de las ribotoxinas. Dado que la secuencia de la zona eliminada varía 
bastante de unas ribotoxinas a otras (Figura 9B), cabe esperar que la zona del ribosoma 
que reconoce no mantenga tampoco una estricta conservación de secuencia a este nivel, 
sino que, más bien, se conserve en cuanto a conformación específica. Es decir, la 
protuberancia en la estructura de las ribotoxinas originada por esta horquilla β favorecería, 
bien por impedimentos estéricos o bien por el establecimiento de interacciones específicas 
con ciertas regiones del ribosoma, la orientación necesaria de la molécula para ejercer su 
acción sobre el SRL. 
 
 
La interacción con el ribosoma 
 
En el trabajo recogido en esta Memoria no se incluyen experimentos en los que se 
estudie la interacción de las ribotoxinas con los ribosomas, salvo los distintos ensayos de 
actividad frente a lisados de reticulocitos. Sin embargo, los datos aquí presentados y la gran 
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cantidad de información existente sobre la estructura y modo de acción del ribosoma 
permiten profundizar en este estudio y establecer modelos que expliquen esta interacción 
con bastante rigor, modelos que puedan ser utilizados como hipótesis de partida en 
posteriores trabajos. 
La biosíntesis de proteínas es un proceso dinámico en el que el ribosoma juega un 
papel crucial, ya que es la plataforma a la que se unen las distintas moléculas que 
participan en la formación del enlace peptídico (mRNA, tRNA, factores de iniciación, 
elongación y terminación) además de aportar elementos que son esenciales, como el propio 
rRNA y algunas de las proteínas ribosomales (Figura 10). Así, durante el proceso de 
traducción se dan toda una serie de reacciones, interacciones, y cambios conformacionales, 
que afectan a las relaciones establecidas entre todas las macromoléculas implicadas 
incluyendo la interacción entre ambas subunidades (Tama et al, 2003). Entre todos estos 
acontecimientos moleculares, uno de los más estudiados es el del reconocimiento codón-
anticodón en la subunidad pequeña que provoca cambios conformacionales en el complejo 
ternario aminoacil-tRNA-EF-Tu (o eEF-1 en eucariotas) (factor implicado en la formación del 
enlace peptídico), necesarios para una eficaz actividad GTPasa y posterior liberación del 
factor de elongación, siendo todos estos pasos previos necesarios para la formación del 
enlace peptídico en la subunidad grande (Figura 10). De forma simultánea ocurre un 
movimiento de cierre de la subunidad pequeña respecto de la grande, que es correcto 
cuando el reconocimiento codón-anticodón es el adecuado, y que promueve la inducción de 
los cambios esenciales en la subunidad grande (Ogle et al, 2001; Rodnina y Wintermeyer, 
2001). Esta interacción, tan acoplada y dinámica entre las subunidades del ribosoma, se 
pone de manifiesto al observar el mecanismo de acción de antibióticos como la 
streptomicina, que produce un defecto en la fidelidad del acoplamiento codón-anticodón tras 
unirse en la subunidad pequeña, y bloquea estas transiciones conformacionales 
desencadenando un defecto en la actividad GTPasa del factor de elongación en la 
subunidad grande. 
El SRL, sustrato in vivo de las ribotoxinas, se localiza en la subunidad grande ribosomal, 
en concreto en la región donde se unen los factores de elongación y se cataliza la hidrólisis 
de GTP, y próximo al centro peptidil-transferasa (donde ocurre la formación del enlace 
peptídico), y, como se verá a continuación, participa activamente en estos procesos. En 
cuanto a la hidrólisis de GTP por los factores de elongación, Gromadski y Rodnina (2004) 
describen que ésta requiere de un residuo esencial en el factor EF-Tu (His84), que debe 
estar correctamente orientado, orientación que es inducida por diversas interacciones, tanto 
proteína-proteína, como proteína-RNA. Entre ellas se encuentra la interacción EF-Tu con el 
complejo proteico L7/L12 (nomenclatura de procariotas) y con el aminoacil-tRNA al que se 
encuentra unido, pero, además, parece muy probable que los contactos entre el SRL y las 
regiones “switch” I y II del factor de elongación, donde se localiza el bolsillo de unión al 
nucleótido, sean esenciales, según la analogía con otras proteínas de unión a GTP. 
Posteriormente a la hidrólisis de GTP y a la liberación del factor de elongación, se produce 
la formación del enlace peptídico, cuya catálisis es enteramente dependiente del 
componente RNA del ribosoma y en la que el SRL también parece formar parte. Rodnina y 
Wintermeyer (2003) atribuyen esta catálisis a un conjunto de bases del rRNA 23S próximas 
al lazo sarcina/ricina, diferenciando entre las que participan en la catálisis ácido/base 
necesaria para la reacción y las que llevan a cabo la catálisis posicional de los extremos 
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CCA de los tRNA para una correcta formación del enlace. Dentro de este último grupo de 
bases nitrogenadas se encuentra el par 2588-2589, localizado en el mismo elemento de 
estructura secundaria que el SRL. 
Por otra parte, la interacción directa de los factores de elongación con el lazo 
sarcina/ricina, ha sido claramente demostrada por otros autores. Por ejemplo, en uno de los 
trabajos más recientes se ha conseguido un entrecruzamiento entre la secuencia 
UAG(2655)U de un análogo del SRL y el factor que se une tras la liberación del EF-Tu, el 
EF-G (el homólogo en eucariotas es eEF-2), necesario para la traslocación de los tRNA y 
mRNA. Esta secuencia corresponde a la G prominente y al giro S, la zona de 
reconocimiento de las ribotoxinas (Figura 7) (Chan et al, 2004). Estos datos se han refinado 
aún más en el entorno del ribosoma, observándose que estos contactos son más fuertes 
tras la hidrólisis de GTP y la traslocación de los tRNA y mRNA, justo antes de la liberación 
del factor, corroborando el papel dinámico de estas interacciones (Wilson y Nechifor, 2004). 
Una función que se le atribuye al lazo sarcina/ricina, en relación con este factor, es la actuar 
de puente entre sus dominios 1 y 5, siendo el primero el responsable de la función GTPasa 
y el segundo relacionado con el cambio conformacional del factor necesario para la 
translocación (Ban et al, 1999; Savelsbergh et al, 2000). La analogía entre los factores EF-
G, EF-Tu y el menos estudiado IF-2 en cuanto a la zona de unión al ribosoma y los cambios 
conformacionales en los que participan (Brandi et al, 2004), presumen una función similar 
del SRL, esencial en algún paso de la hidrólisis de GTP por parte de estos factores y los 
movimientos intramoleculares e intermoleculares que se inducen entre ellos y otras partes 
del ribosoma para el buen funcionamiento de la biosíntesis de proteínas (Figura 10). 
En relación con la acción de las ribotoxinas sobre el SRL en el ribosoma, en un principio 
podría parecer sorprendente que la rotura de un único enlace fosfodiéster fuera capaz de 
inactivar por completo el ribosoma. Este hecho es, en realidad, bastante general pues la 
mayoría de las RIP actúan sobre el mismo sustrato y provocan el mismo efecto, si bien es 
verdad que, en este caso, el resultado de su acción catalítica es distinto, pues se trata de 
una despurinización en la misma región estructural de este lazo de RNA (Figura 7B). En 
este sentido, se han estudiado los efectos sobre el ribosoma derivados de la acción de 
toxinas como la ricina. Holmberg y Nygard (1996) concluyeron, por ejemplo, que las 
partículas ribosomales se volvían menos flexibles tras la acción de esta RIP, observándose 
cambios en la reactividad de dominios del rRNA 28S próximos al SRL. 
En cuanto a los cambios en el entorno proteico del SRL, la RIP denominada PAP, por 
ejemplo, interacciona, a través del bolsillo estructural en el que se localiza su centro activo, 
con la proteína ribosomal L3, localizada en el centro peptidiltransferasa (Figura 7) 
(Rajamohan et al, 2001). La cadena A de la ricina lo hace con las proteínas L9 y L10e (L6 y 
L10 en procariotas) (Vater et al, 1995), favoreciéndose de esta forma su acción inactivante 
sobre el ribosoma, sin que estas interacciones sean esenciales ya que esta proteína es 
capaz de producir el mismo efecto, aunque con menor eficacia, sobre el rRNA desnudo. La 
posición del complejo L10.L7/L12 (P0.P1/P2 en eucariotas) en el centro GTPasa influye en 
la accesibilidad del SRL a ciertas RIP (Uchiumi et al, 2002), y recientemente se han 
atribuido cambios en su conformación, a través de la proteína L7 debido a la unión de 
factores de elongación y la hidrólisis de GTP (Bocharov et al, 2004). L3 y L6 interaccionan 
con el SRL, incluso con la base donde se produce el corte por las ribotoxinas (Uchiumi et al, 
1999), aunque dejando accesible, al menos temporalmente, el tetrabucle completo como se 
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demuestra con las estructuras obtenidas de diversos ribosomas. Por último, en cuanto a la 
especificidad de especie que se observa en algunas RIP, ésta parece depender más del 
factor proteico en el ribosoma que del propio RNA, del mismo modo que ocurre con los 
factores de elongación (Uchiumi et al, 2002). 
Todo lo comentado pone de manifiesto la gran complejidad del sustrato de las 
ribotoxinas desde el punto de vista estructural debido al gran número de elementos que 
participan y a la propia dinámica del proceso. Por lo tanto, no es sólo una cuestión de 
conocer los elementos con los que interaccionan estas proteínas, sino también en qué 
momento ocurren estas interacciones. Sin embargo, en general, se carece de este tipo de 
estudios con estas proteínas y, en concreto, con la α-sarcina. Está claro que su capacidad 
inhibidora de la biosíntesis de proteínas es dependiente de su actividad ribonucleasa, ya 
que está ausente en variantes inactivos en el centro catalítico (Lacadena et al, 1999). Así, la 
competencia que aparece entre los factores de elongación y esta proteína por la unión al 
ribosoma (Brigotti et al, 1989; Miller y Bodley, 1991), y su posible interacción con otras 
zonas de éste, no son suficientes, entre otras cosas porque se ha observado que el 
recambio es muy alto, lo que, además, imposibilita los experimentos de entrecruzamiento o 
unión al propio ribosoma. A pesar de estar clara la necesidad de la actividad ribonucleasa, 
la especificidad sigue siendo sorprendente. La hidrólisis de ese enlace en el SRL, al igual 
que la despurinización de una base en el caso de las RIP, son los causantes de la inhibición 
de la biosíntesis de proteínas. La causa parece ser una desestabilización de la estructura 
del SRL, hipótesis que tiene como base la dinámica de esta zona y la posibilidad de 
encontrarse en conformaciones diferentes en el ribosoma, aunque no está corroborada 
todavía. Esta desestructuración podría afectar a interacciones tan esenciales como las 
anteriormente mencionadas con los factores de elongación, los centros GTPasa y peptidil-
transferasa, y las proteínas adyacentes, a través de, por ejemplo, efectos de tipo 
bloqueante o, por el contrario, mediante la relajación de la estructura en su entorno. Por 
último, lo que en principio parece una acción muy localizada y específica implicaría a todo el 
ribosoma debido a la íntima conexión de sus subunidades, que utilizan esta región para 
establecer la comunicación entre ellas. 
El trabajo presentado en esta Memoria permite contribuir al esclarecimiento de la razón 
molecular de su especificidad. Gracias a los modelos moleculares ya mencionados, que 
simulan la interacción de las ribotoxinas con el SRL mediante su acoplamiento (docking) y a 
las conclusiones extraídas por el grupo de Correll (Yang et al, 2001; Correll et al, 2004), 
utilizando los complejos cristalizados entre restrictocina y análogos de dicho SRL, se ha 
podido concluir que el reconocimiento de la G prominente tiene lugar a través de los bucles 
1 y 3 de la proteína (nomenclatura de α-sarcina). Este acoplamiento provoca un cambio 
conformacional en el RNA, que desestructura el tetrabucle. De esta manera se favorece el 
ataque en línea por parte del oxígeno nucleofílico 2’ y puede tener lugar la rotura correcta 
del enlace, como ocurre con la RNasa T1. En el ribosoma, el SRL está accesible a la toxina 
(Figura 7), con el tetrabucle correctamente plegado. La α-sarcina no necesitaría mucha 
energía para alterar su conformación. Simplemente el impedimento estérico provocado tras 
reconocer la G prominente y el giro S provocaría el cambio conformacional mencionado. 
Parece que, además, ocurre algo similar con la ricina, ya que la conformación del SRL 
acomplejado con ella es distinta a la que muestra en el ribosoma (Weston et al, 1994; Yang 
et al 2001). 
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Figura 16: Modelo de acoplamiento de las estructuras de la α-sarcina y α-sarcina ∆(7-22) con la subunidad 
grande del ribosoma. El ajuste en ambos casos se llevó a cabo con un primer paso de acoplamiento de la proteína al 
análogo de SRL y un segundo utilizando ese complejo y superponiéndolo con el ribosoma en la región del tetrabucle 
del SRL. Se señalan las proteínas ribosomales más próximas a la ribotoxina. El modelo fue realizado por el grupo de 
la Dra. Bruix (Instituto de Química-Física Rocasolano, CSIC) y las siguientes estructuras depositadas en el PDB: 
1DE3 (α-sarcina), 1R4Y (α-sarcina ∆(7-22)), 430D (SRL sintético de 29 nucleótidos) y 1JJ2 (subunidad grande del 
ribosoma de H. marismortui). 
A.- Vista completa del acoplamiento de la α-sarcina a la subunidad grande del ribosoma. En negro aparece el 
RNA ribosomal, en gris las proteínas ribosomales (excepto L6 y L14), en azul el SRL procedente del ribosoma y en 
azul claro el análogo del SRL utilizado para el modelo. 
B.- Detalle de las regiones de contacto en el modelo con ambas ribotoxinas (α-sarcina y la variante de 
deleción). El SRL del ribosoma aparece en negro y el análogo sintético en azul claro. 
L14
L14
L6
L6
α-sarcina
α-sarcina
α-sarcina ∆(7-22)
SRLrRNA
A
B
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Si ahora, utilizando como punto de partida el modelo de acoplamiento propuesto por 
Pérez-Cañadillas et al (2000), se acopla el complejo α-sarcina-análogo de SRL a la 
estructura cristalina del ribosoma de H. marismortui (el único cuya conformación se conoce 
con tan alta resolución), se observa que los elementos del ribosoma que aparecen más 
próximos a la ribotoxina son las proteínas L6 y L14 (nomenclatura de procariotas) (Figura 
7). En concreto, el bucle 2 de la ribotoxina interaccionaría con el giro 5 del dominio carboxilo 
terminal de la proteína L6, y la horquilla amino-terminal con el bucle 8 de la proteína L14 
(Figuras 16 y 17). Las menores distancias encontradas entre α-sarcina y estas proteínas 
ribosomales fueron entre Lys84 y Asp85 de la ribotoxina con Tyr88, Ser89, His90, Phe91 y 
Pro92 de la proteína ribosomal L6 (entre 1.5 y 5 amgstron); y entre Pro13 (α-sarcina) y 
Asp99 (L14), Lys11 (α-sarcina) y Glu100 (L14), Pro13Lys14 (α-sarcina) y Asn101 Arg105 
(L14) (entre 4 y 6 amgstron) (Figura 17). Este modelo explica, en buena parte, los 
resultados e hipótesis comentados a raíz del estudio de la variante de deleción α-sarcina 
∆(7-22), ya que la horquilla β amino-terminal estaría directamente relacionada con el 
reconocimiento del ribosoma y en una zona distinta de su sustrato catalítico, el SRL, y del 
rRNA adyacente. Además, a pesar de que aparece otra zona de la proteína también 
implicada en este reconocimiento, como es el bucle 2, muy alejado en la estructura, al 
menos la que se da con la horquilla amino-terminal es esencial, ya que con su eliminación 
se pierde esa capacidad (en esta Memoria: García-Ortega et al, 2002). La posibilidad de 
que el efecto de la horquilla β sobre el ribosoma sea indirecto, por cambios inducidos en 
otras zonas de la proteína, queda descartada, ya que las variaciones conformacionales 
observadas en la estructura del mutante α-sarcina ∆(7-22), en relación con la molécula 
completa, como ya se ha comentado previamente, no afectan al bucle 2, al menos en la 
supuesta región de interacción con el ribosoma (Figura 15) (García-Mayoral et al, 2004). 
Todo esto se corroboró al construir un segundo modelo, en idénticas condiciones a las del 
anterior, pero utilizando la estructura de la α-sarcina ∆(7-22). Como se observa en la Figura 
16B, ambos modelos, basados en estructuras reales, sólo se diferencian en la falta de la 
horquilla amino-terminal en el caso del mutante de deleción, y por lo tanto en la zona 
próxima a la proteína L14, atribuyéndosele de esta manera a la ausencia de dicho contacto 
la incapacidad de cortar específicamente el lazo sarcina/ricina. 
En cuanto a la interacción con la proteína L14, ésta ocurriría, según el modelo, entre 
zonas no estrictamente conservadas en ambas proteínas (Figura 17). Como ya se ha 
comentado, la horquilla β es una de las regiones más variables de las ribotoxinas. Y en la 
proteína ribosomal ocurre algo parecido. A pesar de ser una de las más conservadas a nivel 
de procariotas y eucariotas, la supuesta zona de contacto con la α-sarcina es variable 
dentro de las secuencias que se conocen y no corresponde a ninguna de las descritas 
como candidatas para la interacción con otras proteínas o RNA (Davies et al, 1996). De 
hecho, la utilizada para el modelo presentado, procedente de H. marismortui (cuyo 
ribosoma es el mejor caracterizado) tiene un carácter especialmente ácido, anormal en las 
secuencias homólogas de otros organismos. Teniendo esto en cuenta, así como los 
resultados frente a ribosomas con los mutantes de la horquilla β amino-terminal 
presentados en esta Memoria (García-Ortega et al, 2001 y 2002), se podría pensar que la 
participación de esta región de las ribotoxinas en el reconocimiento del sustrato es la que 
marca las diferencias observadas en cuanto a la acción de estas proteínas frente a distintos 
tipos de ribosomas. De hecho, a pesar de que las ribotoxinas se han descrito como capaces 
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de actuar sobre todos los ribosomas, ya que el SRL se conserva en todas ellas, la α-
sarcina, por ejemplo, actúa más eficientemente frente a ribosomas eucariotas que 
procariotas aunque, realmente, sólo se han ensayado los procedentes de levaduras, 
hongos, conejo, rata y E. coli (Schindler y Davies, 1977; Endo y Wool, 1982). Como se 
puede ver en la Figura 17, en todos los eucariotas mencionados se conservan los residuos 
N-K---K en las posiciones 99, 101 y 105 de la proteína equivalente a la L14 en el modelo del 
ribosoma de H. marismortui, mientras que en E. coli sólo se conserva la primera Asn. Este 
patrón supondría un motivo de reconocimiento común en eucariotas que, además, 
explicaría la menor eficacia de las ribotoxinas frente a los ribosomas de E. coli. No se 
conocen hasta la fecha datos cuantitativos acerca de su acción frente a ribosomas de otros 
procariotas. En cuanto a la secuencia de contacto en la horquilla β de las ribotoxinas, los 
residuos supuestamente implicados se mantienen bastante conservados, a excepción, una 
vez más, de la Lys-11 (Figura 17), y ello a pesar de la alta variabilidad de secuencia en esta 
región. Por lo tanto, queda abierta la puerta acerca de que la posible especificidad de la 
interacción esté mediada, por ejemplo, a través de los residuos Pro-13 y Lys-14. Hay que 
tener en cuenta, también, que todas las ribotoxinas no causan el mismo efecto, a nivel 
cuantitativo, frente a los ribosomas, lo que podría ser también el resultado de estas 
variaciones en la secuencia, no en los residuos supuestamente esenciales, sino en otros 
próximos a ellos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Secuencias implicadas en la interacción de las ribotoxinas con las proteínas ribosomales L14 y L6 
según el modelo de la Figura 16. Se muestra la variabilidad de las secuencias dentro de la familia de las ribotoxinas 
y entre las proteínas ribosomales más representativas de los distintos reinos (arqueobacterias: Halobacterium 
marismortui (Hm), Methanococcus vannieli (Mv); bacterias: B. stearothermophilus (Bs), E. coli (Ec); cloroplastos: 
Spinacia oleracea (So(Cl)), Chlamydomonas reinhardtii (Cr(Cl)), Guillardia theta (Gt(Cl)); eucariotas: Saccharomyces 
cerevisiae (Sc), Arabidopsis thaliana (At), Homo sapiens (Hs) y Rattus norvegicus (Rn)). Las proteínas homólogas a la 
L14 y la L6 en procariotas son la L23 (o L17) y la L9, respectivamente, en eucariotas. Sombreados en el mismo color 
aparecen los residuos potencialmente implicados en el contacto entre estas proteínas según el modelo anterior. Nt y 
Ct: extremos amino y carboxilo terminal de las secuencias. (-) fragmento de secuencia omitido. (.) mismo residuo que 
en la primera secuencia. Las secuencias se han obtenido de la base de datos Swiss Prot (Golden et al, 1993; Davies 
et al, 1996). 
 
Es curioso, y por eso se destaca, que este estudio tan detallado de la α-sarcina haya 
desembocado en la proteína ribosomal L14. Y se dice que es curioso porque la proteína 
L14 (L17 o L23 en eucariotas) no ha sido objeto de muchos estudios, a pesar de su 
localización en la zona de unión de factores de elongación. No es característica por su 
dinamismo dentro de la función ribosomal (Tama et al, 2003), ni tampoco se ha hecho 
mucho hincapié en dilucidar su función o interacción crítica con zonas próximas dentro del 
   Ribotoxinas        L14      L6 
      Horquilla Nt       bucle 2              bucle 8                     giro 5      9       15      82     87             99      105                   88   92 
α-sarcina Nt-DQKNPKT-(-)-HSKDGN-Ct Hm Nt-DENEDPR-Ct  Hm Nt-YSHFP-Ct 
a-sarcinas Nt-.......-(-)-......-Ct Mv Nt-TPEGT.K-Ct  Mv Nt-.A...-Ct 
gigantina Nt-E...I..-(-)-......-Ct Bs Nt-.DKS-..-Ct  Bs Nt-GVGYR-Ct 
c-sarcina Nt-E......-(-)-...NVD-Ct Ec Nt-NNS.Q.I-Ct  Ec Nt-GVGYR-Ct 
clavina  Nt-E......-(-)-...N.D-Ct So(Cl) Nt-.QEGN.K-Ct  Gt(Cl) Nt-GVGYR-Ct 
restrictocina Nt-Q.L....-(-)-..QN.M-Ct Cr(Cl) Nt-NKEGN..-Ct  At Nt-.A...-Ct 
mitogilina Nt-Q.L....-(-)-..QN.M-Ct Sc Nt-NPKGEMK-Ct  Sc Nt-.A...-Ct 
Asp f 1  Nt-Q.L....-(-)-..QN.M-Ct Hs Nt-NNKGEMK-Ct  Hs Nt-.A...-Ct 
      Rn Nt-NNKGEMK-Ct  Rn Nt-.A...-Ct 
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ribosoma. Según la estructura y su localización en el ribosoma, interaccionaría con EF-G 
(dominios 2 y 3), EF-Tu, y el brazo aceptor del tRNA unido a este último, y también parece 
que interviene en el establecimiento de las interacciones que mantienen unidas a las dos 
subunidades ribosomales (Ban et al, 1999); pero, hasta ahora se le ha asignado un papel 
más bien anodino. Los resultados presentados en esta Memoria permiten prever, sin 
embargo, que juegue un importante papel dentro del ribosoma, probablemente de anclaje 
de los factores de elongación y, como en el caso que nos ocupa, de las ribotoxinas. 
En cuanto a la proteína L6 (L9 en eucariotas), su actuación dentro de ribosoma sí está 
mejor definida. Se encuentra en contacto con el complejo L7/L12, formando la base de esa 
protuberancia (Figura 7), siendo toda ella una de las zonas más móviles del ribosoma 
(Tama et al, 2003; Valle et al, 2003a). Su particular estructura dimérica se mantiene tanto 
en el mundo procariota como en el eucariota (Golden et al, 1993), aunque sus 
correspondientes secuencias se diferencien bastante en ambos reinos. En concreto, la 
secuencia implicada en el contacto con la α-sarcina en el modelo propuesto es de las más 
conservadas, pero completamente diferente si se comparan arqueobacterias y eucariotas 
con bacterias y cloroplastos (Figura 17). Tampoco las ribotoxinas son idénticas en los 
residuos 84 y 85 supuestamente responsables de la interacción. Por esto, la idea de una 
interacción específica de residuo entre el bucle 2 de las ribotoxinas y la proteína ribosomal 
L6 es bastante menos probable que en el caso de la L14. 
Con este modelo (Figura 16) se explicaría el efecto que produce la eliminación de la 
horquilla amino-terminal sobre la funcionalidad de las ribotoxinas, aunque aún queda 
pendiente por demostrar la naturaleza molecular de la interacción con la proteína L14, lo 
que permitiría explicar y estudiar más sistemáticamente las diferencias según la 
procedencia de los ribosomas y la ribotoxina empleados. Conviene, aun así, precisar que 
este modelo queda por ser corroborado experimentalmente ya que, entre otras cosas, se ha 
llevado a cabo con el ribosoma de una arqueobacteria por ser la única estructura del 
ribosoma resuelta con suficiente resolución por el momento, pero que nunca se ha 
ensayado in vitro frente a la α-sarcina y que es diferente en muchos detalles de los 
eucariotas comúnmente utilizados. Además de una posible explicación de la función de la 
horquilla amino-terminal, este modelo abre la puerta a nuevas hipótesis y estudios 
similares, en concreto con el bucle 2 de la α-sarcina, aunque la variabilidad dentro de las 
ribotoxinas en esa zona de la secuencia presume una implicación menos relevante en el 
contacto de la toxina con el ribosoma. 
Por último, una de las cosas que queda por dilucidar es el efecto, a nivel molecular, que 
produce la ruptura del enlace diana en el lazo sarcina/ricina y en su entorno para llegar a 
desestabilizar completamente la función ribosomal. La forma más directa consistiría en el 
estudio de ribosomas mutantes en el SRL, con un bucle más largo o con alguna de sus 
características, y en especial el tetrabucle GAGA, distorsionadas. De hecho, se ha llevado a 
cabo un estudio en este sentido, analizando el efecto producido en ribosomas al 
distorsionar el enlace que cierra el tetrabucle del SRL. Los autores (Chan et al, 2000a) 
concluyeron que, dependiendo de la mutación, se alteraba en mayor o menor grado la 
unión de factores de elongación, la biosíntesis de proteínas y el crecimiento celular, aunque 
sin profundizar a nivel molecular. Con estos y otros tipos de mutantes, la alterada 
funcionalidad de los ribosomas y las variaciones estructurales en ellos, serían atribuibles a 
esta región o a cambios inducidos por ella en zonas adyacentes, como podrían ser las 
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proteínas L6 y L14. Incluso las propias ribotoxinas podrían ser una herramienta perfecta en 
estos análisis debido a los numerosos y específicos contactos en este entorno en los que 
están implicadas. Además del comentado, existen en la literatura algunos precedentes de 
este tipo de metodología, en unos casos basada en la búsqueda y análisis de mutantes al 
azar de los rRNA ribosomales con fenotipos interesantes mediante experimentos in vivo o in 
vitro, y en otros consistente en la formación de ribosomas con alguno de sus componentes 
modificados (Macbeth y Wool, 1999; Chan et al, 2000a; Cochella y Green, 2004). 
 
 
Las ribotoxinas como alergenos 
 
En la última parte del trabajo presentado en esta Memoria se ha intentado dar un salto 
cualitativo, pasando del estudio molecular a la práctica clínica. El conocimiento acumulado 
durante la realización de los estudios discutidos en los apartados anteriores ha facilitado 
esta aproximación y ha abierto una nueva vía a la utilización de las ribotoxinas con fines 
terapéuticos. Hasta ahora, sólo se había explotado su potencial como inmunotoxinas en el 
tratamiento del cáncer, con muy diverso éxito (Orlando et al, 1988; Conde et al, 1989; 
Wawrzynczak et al, 1991; Better et al, 1992; Goyal y Batra, 2000). Sin embargo, dado que 
la ribotoxina Asp f 1 es uno de los principales alergenos producidos por Aspergillus 
fumigatus, el hongo responsable de la mayor parte de las infecciones y alergias fúngicas 
causadas en humanos, nos planteamos si alguna de las moléculas caracterizadas durante 
el transcurso de esta Tesis podría tener utilidad diagnóstica o terapéutica frente a este tipo 
de patologías (en esta Memoria: García-Ortega et al, 2004). 
De forma general, las alergias que tienen como origen las vías respiratorias son las más 
comunes, y son éstas, precisamente, la principal vía de entrada de los hongos en el 
organismo, produciendo así diversas formas de patologías, no necesariamente siempre de 
tipo alérgico (Figura 12). De hecho, los hongos son la tercera causa más frecuente de 
patología alérgica respiratoria, tras los ácaros y los pólenes. Sin embargo, a pesar de estas 
evidencias, no se han seguido métodos rigurosos en el análisis y posibles soluciones para 
este tipo de alergia. Los extractos fúngicos utilizados para estos estudios, que en un 
principio eran la única fuente para la diagnosis y el tratamiento, son muy variados. Incluso 
los métodos de extracción y las fuentes no están estandarizados entre las distintas 
compañías o laboratorios implicados en este campo. Por ejemplo, existen en el mercado 
americano hasta 200 productos diferentes relativos a alergenos fúngicos. Este déficit de 
coordinación en cuanto a este tipo de alergenos hace que los avances en la alergia de 
origen fúngico sean muy pobres, y que disminuyan las posibilidades de conseguir una 
inmunoterapia efectiva a corto plazo (Esch, 2004). 
Actualmente, y de forma general, existen dos formas de abordar el campo de la alergia 
desde un punto de vista aplicado. En relación con el diagnóstico, la alternativa más 
aceptada es el uso de baterías de alergenos purificados y bien controlados. Por otro lado, 
los hipoalergenos, o formas con alergenicidad reducida, se consideran buenos candidatos 
para los posibles tratamientos. Las aproximaciones para conseguir estas variantes son, 
esencialmente, de cuatro tipos: la producción de fragmentos del alergeno, la obtención de 
péptidos con epítopos B o T, la modificación química de los alergenos o el diseño de 
variantes con mutaciones puntuales o deleciones (Vrtala et al, 2004). Es precisamente en 
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este último terreno en el que la tecnología del DNA recombinante ha abierto vías muy 
prometedoras, permitiendo la producción y purificación de alergenos puros, homogéneos y 
perfectamente estandarizables, que están empezando a dar buenos resultados tanto en 
ensayos in vitro, como in vivo. Esta tecnología permite además modificar estas moléculas 
de forma controlada con vistas a reducir su alergenicidad, de forma que se pueden obtener 
moléculas potencialmente aptas para su utilización en inmunoterapias. 
Como se ha dicho, Asp f 1 es uno de los alergenos principales involucrado en la alergia 
frente a A. fumigatus y la presencia de IgE reactivas frente a esta proteína es 
especialmente significativa en el caso de la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA). 
Desafortunadamente, Asp f 1 como tal no puede ser usado en humanos, no sólo porque 
podría desencadenar un choque anafiláctico, sino porque se trata de una potente toxina. Es 
en este contexto en el que se planteó el abordaje del estudio de Asp f 1 y α-sarcina, 
consideradas como isoformas naturales, y de sus correspondientes mutantes de deleción 
∆(7-22) como potenciales moléculas hipoalergénicas (en esta Memoria: García-Ortega et al, 
2004). 
La aceptación de una molécula como hipoalergénica requiere de un gran número de 
estudios tanto a nivel molecular como celular. Desde este punto de vista, el trabajo 
presentado en esta Memoria debe ser considerado únicamente como una primera 
aproximación, a nivel molecular, que, por otra parte, ha rendido resultados prometedores. 
Así, las variantes supuestamente hipoalergénicas se han caracterizado estructural y 
enzimáticamente y se ha estudiado su comportamiento frente al reconocimiento por 
anticuerpos tipo IgG e IgE, utilizando un número estadísticamente significativo de sueros de 
pacientes afectados. Estos resultados, en su conjunto, constituyen el primer ejemplo de una 
comparación a nivel cuantitativo de las diferencias en cuanto a inmunogenicidad y 
alergenicidad de las ribotoxinas. Asp f 1 y α-sarcina muestran una identidad de secuencia 
superior al 85% (Fig. 1 en García-Ortega et al, 2004). Sin embargo, en los ensayos de 
inhibición de la unión de las IgE de los pacientes seropositivos a Asp f 1, ambas proteínas 
muestran unas diferencias alergénicas considerables, diferencias del 30% en la capacidad 
de inhibición (Fig 9 en García-Ortega et al, 2004). Obviamente ese 30% de alergenicidad 
corresponde a epítopos diferentes entre ambas, una diferencia mayor de lo que cabría 
esperar, a priori, al comparar sus secuencias de aminoácidos. Los epítopos reconocidos por 
anticuerpos del tipo IgE son, fundamentalmente, conformacionales. Ahora bien, una vez 
que los alergenos son procesados por los primeros efectores celulares de la respuesta 
alérgica, como las células presentadoras de antígeno, sus antígenos se convierten en 
fragmentos peptídicos pequeños, de aproximadamente unos 15 aminoácidos, dando lugar a 
epítopos lineales que son los responsables de la estimulación de las células T (Figura 13). 
En el caso que nos ocupa, es difícil atribuir la diferencia de alergenicidad entre ambas 
proteínas a epítopos concretos debido a que la distribución de los cambios en sus 
secuencias no es homogénea. La horquilla β amino-terminal es, sin embargo, un importante 
candidato a la hora de explicar estas diferencias de alegenicidad. No sólo se concentran en 
ella muchas de las diferencias de secuencia, sino que constituye una región polar, 
protuberante y cuya estructura parece ser relativamente independiente del resto de la 
proteína (Figuras 9B y 15). Este último aspecto parece confirmado, de hecho, por la 
caracterización estructural realizada con ambos mutantes de deleción, tanto α-sarcina ∆(7-
22) como Asp f 1 ∆(7-22) (Fig. 2 y 3 en García-Ortega et al, 2002 y Fig. 3 y 4 en García-
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Ortega et al, 2004). Efectivamente, viendo la capacidad de inhibición de la interacción Asp f 
1-IgE por parte de Asp f 1 ∆(7-22), α-sarcina y α-sarcina ∆(7-22), se puede afirmar que la 
horquilla β de las ribotoxinas contiene determinantes alergénicos que constituyen un 20% 
de la alergenicidad total de la molécula. Además, de los resultados obtenidos se extrae que 
la interacción horquilla β-IgE no es absolutamente dependiente de la particular secuencia 
en esa zona de Asp f 1, ya que los datos de inhibición no son iguales para la α-sarcina y su 
variante de deleción (Fig. 9 en García-Ortega et al, 2004). Es decir, que a pesar de tener 
una secuencia diferente, la horquilla β de la α-sarcina sigue teniendo residuos implicados 
en el epítopo y sigue siendo capaz de interaccionar con los anticuerpos aunque con menor 
afinidad. Queda abierta, sin embargo, la posibilidad contraria, y es que la alergenicidad de 
la región amino terminal de las ribotoxinas sea comparable en toda la familia, 
independientemente de las variaciones en cuanto a la secuencia. Por supuesto, la horquilla 
β no es el único epítopo alergénico de las ribotoxinas, algo que era de esperar dado el 
patrón de plegamiento aparentemente común a toda la familia, donde gran parte de la 
estructura tiene carácter expuesto y por tanto accesible a los anticuerpos de tipo IgE. 
Estos resultados, en su conjunto, parecen apoyar la hipótesis de partida, sugiriendo que, 
tanto la α-sarcina natural, como las variantes de deleción estudiadas, presentan 
características moleculares y de interacción con las IgE de los pacientes alérgicos que 
permitirían considerarlas como potencialmente hipoalergénicas. Aun así, otros aspectos 
quedarían todavía pendientes de ser estudiados En este sentido, los hipoalergenos deben 
ser capaces de provocar la síntesis de IgG defensivas en modelos animales, de inducir la 
proliferación de células T y de disminuir la liberación de histamina por los basófilos de los 
pacientes. Por último, las pruebas cutáneas en pacientes alérgicos son los primeros 
experimentos que deben dar resultados satisfactorios de cara a poderse utilizar como 
tratamiento real. A pesar de ello, dentro de las características de los distintos tipos de 
hipoalergenos, los construidos, como en este caso, mediante deleciones de zonas que no 
estén implicadas en el mantenimiento de la estructura terciaria de la proteína, presentan 
ciertas ventajas con respecto a otros, por lo que, a priori, permiten ser optimistas en cuanto 
a estudios posteriores. Estas variantes delecionadas presentan una mayor estabilidad que 
cuando se utilizan fragmentos, y mantienen, de forma general, la estructura global, 
conservando, de este modo, los epítopos necesarios para que se desencadene una 
respuesta inmunológica defensiva que bloquee la alérgica. Esto es algo que, por ejemplo, 
no ocurre con los alergenos cuando se modifican o eliminan los puentes disulfuro, 
desestructurándolos. 
Por otro lado, la inducción de anticuerpos policlonales (de isotipo IgG) en conejos por 
inyección de las ribotoxinas es relativamente fácil, obteniéndose títulos muy buenos a pesar 
de que en un principio su citotoxicidad no lo augurase así, siendo esto indicativo de la rica 
inmunogenicidad de estas proteínas. Estos anticuerpos son, además, capaces de 
reaccionar con todas las formas ensayadas, tanto las proteínas completas como las 
variantes de deleción (Fig. 2 en García-Ortega et al, 2004). Estos aspectos son muy 
favorables ya que es sabido cómo el modo de acción en tratamientos con moléculas 
hipoalergénicas pasa, en la mayor parte de los casos, por la inducción de una respuesta de 
tipo IgG que contrarreste la producción de IgE que desencadena la alergia. 
Una vez concluido que la eliminación de la horquilla amino-terminal da lugar a variantes 
de las ribotoxinas con una reducida capacidad de interacción con IgE, y no sólo eso, sino 
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que la α-sarcina es por sí sola hipoalergénica al compararla con Asp f 1, quedaría valorar 
su citotoxicidad con vistas a una posible aplicación terapéutica. Si bien es cierto que los 
experimentos mostrados en esta Memoria corresponden a células sensibles a la acción de 
las ribotoxinas, y que el efecto de éstas sobre células normales no sería tan drástico, esta 
citotoxicidad no deja de ser un serio inconveniente. Tan serio que el tratamiento antitumoral 
con ribotoxinas se tuvo que abandonar tras los primeros ensayos con perros, en los años 
60 (Goldin et al, 1966), debido a sus efectos secundarios y a pesar de que resultaban 
eficaces a la hora de eliminar los tumores. Por lo que, el hecho de que las variantes de 
deleción pierdan esa capacidad citotóxica, es una ventaja adicional (Fig. 8 y 7 en García-
Ortega et al, 2002 y 2004, respectivamente). 
En conclusión, el mejor candidato para continuar el desarrollo de una molécula 
hipoalergénica de Asp f 1 es la α-sarcina ∆(7-22) al presentar una reducción de 
alergenicidad del 40% y ser inocua en comparación con el resto. Y, aunque éste sólo 
constituye el primer paso hasta llegar a la clínica, ejemplos de moléculas hipoalergénicas 
en estudios más avanzados parten de una reducción de alergenicidad del mismo orden, 
como son las variantes y fragmentos del alergeno Bet v 1 de abedul (Mahler et al, 2004) o 
el alergeno Par j 1 de polen modificado sin cisteínas (Orlandi et al, 2004), pero ninguno 
hasta el momento con alergenos fúngicos. Además, si fuera necesario y ya que se dispone 
de la metodología, se podría continuar el estudio, tomando como base el mutante de 
deleción ya caracterizado, y eliminando o modificando otras zonas como el bucle 5, también 
interesante desde el punto de vista de su funcionalidad y alergenicidad. Es importante 
recalcar que éstas son las únicas variantes hipoalergénicas de Asp f 1 caracterizadas hasta 
la fecha, ya que los estudios preliminares realizados con este alergeno se han limitado al 
uso de péptidos secuenciales de la proteína o elegidos mediante criterios erróneos (Kurup 
et al, 1998; Svirshchevskaya et al, 2000; Madan et al, 2004). Algo similar ocurre con las 
variantes estudiadas recientemente para los alergenos Asp f 2, Asp f 3 y Asp f 4, en los que 
se eliminan elementos presumiblemente clave para el mantenimiento de la estructura de la 
proteína como son los puentes disulfuro (Banerjee et al, 2002; Ramachandran et al, 2002; 
Ramachandran et al, 2004). 
Por último, no es despreciable tampoco la posible aplicación clínica de estas moléculas, 
no tóxicas y con su alergenicidad significativamente reducida, en relación con ciertas 
patologías provocadas por Aspergillus, como la mencionada ABPA. En el estudio aquí 
presentado se muestra un amplio panel de sueros susceptibles de contener IgE frente a 
Asp f 1, ya que todos ellos pertenecen a pacientes que presentan sensibilización frente a 
Aspergillus. El número es lo suficientemente grande (58), además de pertenecer a distintos 
grupos sintomáticos, como para que las conclusiones extraídas, expuestas a continuación, 
sean estadísticamente significativas. En este caso, el trabajo ha permitido obtener datos 
claros sobre la prevalencia de este alergeno entre ellos, ya que, si bien se habían realizado 
previamente varios estudios en este sentido, los resultados eran un tanto confusos (Crameri 
et al, 1998; Kurup et al, 2000). Por otro lado, los resultados comentados anteriormente 
sobre las diferencias encontradas al ensayar las variantes hipoalergénicas, corresponden a 
la población general individuos sensibilizados a Asp f 1, y por tanto también son fiables y 
significativos. En cuanto a la prevalencia de Asp f 1, ésta es considerablemente mayor en 
individuos sensibilizados a Aspergillus con un diagnóstico más grave que el asma, como es 
la fibrosis cística (CF) y la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) (Tabla 2 en García-
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Ortega et al, 2004). A pesar de que las diferencias en prevalencia entre individuos alérgicos 
con fibrosis cística (77%) e individuos con ABPA (100%) no hagan de este alergeno el más 
adecuado para el diagnóstico diferencial entre estos dos casos, podría servir, sin embargo, 
como diagnóstico prematuro de una posible ABPA en los pacientes con fibrosis cística, ya 
que en ellos, la prevalencia de esta enfermedad, es mucho mayor que en la población 
asmática (Greenberger, 2002; esta Memoria) debido a las características de la fibrosis 
cística. Está descrito, además, que los anticuerpos frente a los alergenos Asp f 1 y Asp f 3 
son los que aparecen de forma más temprana en el ABPA (Hemmann et al, 1998; 
Svirshchevskaya et al, 2000) y presentan diferencias significativas entre los periodos de 
gravedad y remisión de la enfermedad (Knutsen et al, 2004). De hecho, y aunque en este 
momento no sería factible en nuestro caso, el seguimiento del estado de dichos pacientes 
sería la prueba para demostrar esta hipótesis. 
Hay que destacar que el diagnóstico de ABPA no es sencillo. En la actualidad se deben 
cumplir una serie de parámetros diagnósticos, ya que no hay un solo factor inequívoco 
característico de esta enfermedad. En lo que a la serología se refiere, lo único 
estandarizado son unos niveles altos de anticuerpos IgE e IgG específicos contra A. 
fumigatus en el paciente. Como se ha visto, Asp f 1 podría ser útil en este diagnóstico, 
acompañado de la detección de otros alergenos mayoritarios de A. fumigatus como Asp f 2, 
Asp f 4 y Asp f 6, que sí parecen presentar diferencias entre ABPA y CF-alergia (Crameri et 
al, 1998; Hemmann et al, 1999; Kurup et al, 2000). Si este fuera el caso, se podría 
argumentar que el uso de las variantes hipoalergénicas presentadas anteriormente no 
estaría justificado, ya que lo que se pretende en la diagnosis es valorar la respuesta 
alérgica. Sin embargo, variantes de Asp f 1 en relación con su toxicidad (variantes del 
centro activo como los descritos para la α-sarcina), o incluso alguno de los hipoalergenos 
podrían ser útiles para las pruebas realizadas directamente sobre los pacientes, 
especialmente en aquellos casos en los que se prevean choques anafilácticos de gravedad. 
Sí tendría sentido, sin lugar a dudas, en el tratamiento de ABPA o en la realización de una 
vacunación profiláctica en casos, por ejemplo, de fibrosis cística. El ABPA es la enfermedad 
alérgica causada por A. fumigatus más difícil de tratar debido a su compleja 
inmunopatogénesis y la complicación, en la mayoría de los casos, con asma y fibrosis 
cística. Además, es en el caso más crítico, la fibrosis cística, en el que la prevalencia de 
ABPA es mayor. Desde el inicio del desarrollo de la enfermedad con el crecimiento de A. 
fumigatus en la cavidad pulmonar, ésta se puede agravar considerablemente con sucesivos 
infiltrados dañándose las paredes bronquiales como consecuencia de una exacerbada 
respuesta alérgica, llegando hasta bronquiectasias. Los tratamientos actuales, basados 
fundamentalmente en agentes antifúngicos, no pueden ser utilizados de forma indefinida, 
aspirándose con ellos, si el tratamiento se comienza a tiempo, a remitir la enfermedad, 
aunque en muchos casos sólo se consigue un estado de crisis recurrentes o de asma 
dependiente de corticoesteroides. La máxima en estos casos es evitar la progresiva pérdida 
de función pulmonar y mantener a los pacientes en el mejor estado respiratorio posible 
(Greenberger, 2002). Por lo tanto, parece obvia la necesidad de un avance en el 
tratamiento de esta enfermedad, y una buena alternativa es la inmunoterapia con 
hipoalergenos. 
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Consideraciones finales 
 
En resumen, estos estudios han resultado ser la primera caracterización exhaustiva de 
un dominio estructural y funcional de las ribotoxinas, ya que, aunque otros autores han 
realizado un par de trabajos más en este sentido (Kao y Davies, 1999; Glück y Wool, 2002), 
la falta de estudios estructurales no permitían extraer conclusiones a tan detallado nivel. 
Además, a pesar de que el modelo de partida fue la α-sarcina, a lo largo de esta 
investigación se requirió el empleo de otras ribotoxinas como la restrictocina y la Asp f 1, 
permitiendo, en su conjunto, un estudio completo y comparativo de esta familia. 
Llegados a este punto, se planteó que una buena forma de completar los resultados 
relativos a la horquilla amino-terminal de las ribotoxinas sería realizar la aproximación 
experimental contraria, un estudio por ganancia de función. Es decir, analizar las 
consecuencias funcionales de esta región tras su incorporación a una estructura inerte. 
Este planteamiento implicaría la utilización de un modelo no tóxico que no supusiese 
grandes variaciones con respecto a la α-sarcina silvestre para poder luego asignar las 
modificaciones observadas a la zona insertada. De este modo, de la misma manera que las 
ribonucleasas microbianas del tipo T1 han servido para el diseño de la variante de deleción, 
podrían servir de base estructural para la adición de la horquilla β. Como ya se ha 
comentado en la Introducción de esta Memoria, la RNasa U2 es el mejor modelo para 
estudios comparativos con las ribotoxinas y, de hecho, la posibilidad de disponer de la 
forma recombinante, prácticamente idéntica a la natural, y de purificación relativamente 
sencilla, debería haber facilitado la consecución de este objetivo. Sin embargo, a pesar de 
que se han obtenido diversos sistemas de expresión de la variante U2+(7-22) (con la 
secuencia aminoacídica 7-22 de la α-sarcina entre las dos Gly que aparecen en su lugar en 
la RNasa U2) (Figura 9B), su producción y purificación no ha sido satisfactoria hasta la 
fecha. Una de las principales razones parece ser una exacerbada citotoxicidad en las cepas 
de Pichia pastoris productoras, lo que confirmaría el papel crucial de la horquilla antes 
apuntado. Desafortunadamente la purificación, además, se complica por la anómala 
movilidad electroforética de la RNasa U2 lo que dificulta extraordinariamente su 
seguimiento a través de las distintas etapas de su aislamiento. Ciertamente, se puede 
registrar su actividad ribonucleolítica pero tampoco se puede predecir cuál debería ser 
realmente esta actividad en el caso de la quimera planeada [U2+(7-22)], especialmente si 
se admite, como se prevé, que la inserción de la horquilla β amino-terminal de la α-sarcina 
va a tener consecuencias importantes sobre esta actividad enzimática. 
Además de la mejora de esta aproximación experimental, todavía pendiente, con los 
resultados obtenidos en esta Memoria se abren nuevas puertas para continuar avanzando 
en el conocimiento de las ribotoxinas. En este sentido sería deseable, por ejemplo, la 
búsqueda de otros residuos esenciales para la funcionalidad de las ribotoxinas en la zona 
de la horquilla delecionada, pero ahora modificando los residuos que sí se conservan entre 
las ribotoxinas. Además, la horquilla amino-terminal no es la única región responsable de 
las características funcionales únicas de las ribotoxinas. Otro de los candidatos es el bucle 
3, con un característico agrupamiento de residuos de lisina que parece estar relacionado 
con la interacción con RNA (Kao y Davies, 1995; Kao y Davies, 1999), y una conformación 
y longitud diferente a la que presenta en las ribonucleasas microbianas del tipo T1 (Figura 
5). Es, además, un lazo flexible y se encuentra conectado estructuralmente con la horquilla 
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β, como se demuestra en la estructura de la variante de deleción (Figura 15). Existen 
evidencias experimentales que implican a este bucle en la funcionalidad de las ribotoxinas. 
La estructura del complejo de la restrictocina con el SRL localiza esta región en contacto 
con la G prominente del RNA (Figura 7C), que es la zona principal de reconocimiento por 
parte de las ribotoxinas cuando se usa este sustrato, y se han desarrollado quimeras con la 
RNasa T1, adicionándole este bucle 3 y observándose nuevas propiedades relacionadas 
con su especificidad, siendo capaz, la nueva variante, de hidrolizar sustratos compuestos 
por doble cadena de RNA (Chen y Lin, 2002). Estas evidencias y nuestros resultados 
apoyan una vez más la hipótesis de que la horquilla amino-terminal sería la responsable de 
establecer una primera interacción específica con el ribosoma, mientras que el bucle 3 
llevaría a cabo un reconocimiento más local, ya en el propio lazo sarcina/ricina. 
Por otro lado, el bucle 2 de las ribotoxinas, supuestamente implicado en la interacción 
con membranas según las hipótesis previas, cobra importancia también en el exquisito 
reconocimiento del sustrato catalítico, según el modelo de acoplamiento de la estructura de 
la α-sarcina en el ribosoma presentado en esta Memoria (Figura 16). Esta idea abre nuevas 
perspectivas de trabajo en este campo, apoyadas además por los resultados preliminares 
obtenidos en nuestro grupo, consistentes en la expresión heteróloga y de forma soluble de 
la variante de deleción en este bucle de la α-sarcina (Masip, 2003). 
Se puede ver, por tanto, como los resultados obtenidos han permitido, por un lado, 
extraer conclusiones importantes acerca de la funcionalidad de las ribotoxinas, y por otro, 
abrir nuevas puertas, basadas en hipótesis sólidas, que auguran un futuro prometedor en 
este campo. En este sentido, hay que tener en cuenta la nueva faceta de esta familia de 
proteínas que se presenta en esta Tesis Doctoral, de cara a su posible utilización en clínica 
en el campo de la alergia. El campo de las variantes hipoalergénicas de las ribotoxinas, 
donde los resultados obtenidos hasta la fecha no son más que una primera aproximación, 
ofrece grandes posibilidades de éxito. Desde el estudio de la respuesta inmune celular 
asociada a dichas formas hipoalergénicas, hasta la obtención de modelos de ratón 
alérgicos a Aspergillus para el estudio de estas variantes, son perspectivas de trabajo ahora 
más próximas y con posibilidad real de llevarse a cabo en nuestro grupo de investigación. 
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 Se han mejorado considerablemente los sistemas de expresión heteróloga y purificación 
de las ribotoxinas y la RNasa U2. Para el caso de las ribotoxinas, la coexpresión de la 
tiorredoxina en el citoplasma de E. coli, incrementó el rendimiento final entorno a cuatro 
veces, pasándose a obtener entre 6 y 8 mg de proteína pura por litro de cultivo original. Con 
la RNasa U2, se introdujeron dos modificaciones importantes. La producción extracelular de 
la proteína por parte de la levadura Pichia pastoris fue mucho mayor utilizando un nuevo 
vector de expresión, pPICzαA. Además, la introducción de una cromatografía de afinidad en 
2’-5’-ADP-Sepharose en el proceso de purificación de la proteína, permitió aislar de forma 
homogénea la forma que posee idénticas propiedades espectroscópicas y enzimáticas que 
la natural fúngica. 
 
 Se han estudiado tres mutantes puntuales de la α-sarcina en la zona de la horquilla 
amino-terminal, sustituyendo los residuos en las posiciones 11 y 20 por los 
correspondientes en la homóloga restrictocina. Así, se compararon las propiedades 
estructurales y funcionales de las variantes individuales K11L y T20D, y la variante doble 
K11L/T20D de la α-sarcina, con esta misma y la restrictocina. Los mutantes se purificaron a 
homogeneidad y se comprobó que mantenían la estructura de la proteína natural por 
técnicas espectroscópicas. Del estudio de sus propiedades ribonucleolíticas se concluyó 
que las variaciones encontradas, sólo a nivel de actividad inespecífica, se debían a sutiles 
cambios en el entorno del centro activo debido a la conexión de éste con la horquilla amino-
terminal a través del bucle 5. A pesar de ello, no presentaron diferencias en cuanto al 
reconocimiento de los ribosomas con respecto a la proteína nativa. En relación con la 
interacción con membranas lipídicas, estos residuos juegan un papel más importante, 
aunque los efectos de ambas mutaciones se compensan en gran medida. Por consiguiente, 
los efectos en la citotoxicidad se explican con estas variaciones en la interacción con las 
bicapas lipídicas. 
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 Se analizó el efecto de la eliminación de la horquilla amino-terminal en la funcionalidad 
de las ribotoxinas. Para ello se expresó y purificó a homogeneidad la variante α-sarcina ∆(7-
22) en la que la lámina β más expuesta de la horquilla se sustituyó por dos Gly, tal y como 
aparece en la RNasa U2. El mutante de deleción mantenía el patrón de plegamiento de la 
proteína completa, a excepción de la zona eliminada. La interacción con membranas 
lipídicas no se vio afectada significativamente, concluyéndose que la horquilla no es una 
región esencial para esta función de las ribotoxinas, aunque cuando se encuentra presente 
sí participa como se demostró en el estudio anterior. La diferencia más importante que se 
observó con esta variante consistió en su incapacidad para producir el corte específico, 
típico de las ribotoxinas, cuando se empleaban ribosomas intactos, aunque esta habilidad 
no desaparecía cuando se utilizaba un análogo del mínimo sustrato específico, el SRL. 
Debido a este efecto sobre los ribosomas, la citotoxicidad del mutante disminuía del orden 
de 10 veces con respecto a la proteína natural. 
 
 La búsqueda del mejor acoplamiento de las estructuras tridimensionales de la α-sarcina 
y su variante de deleción α-sarcina ∆(7-22), a la subunidad mayor del ribosoma de H. 
marismortui a través del lazo sarcina/ricina permitió localizar dos posibles regiones de 
interacción de las ribotoxinas con proteínas ribosomales, el bucle 2 con la proteína L6 y la 
horquilla amino-terminal con la proteína L14. Debido a la incapacidad de la variante α-
sarcina ∆(7-22) de interaccionar con la proteína L14 según este modelo, y a que no es 
capaz de reconocer específicamente los ribosomas según los datos bioquímicos, se puede 
concluir que esta interacción con la proteína L14 (u homólogas) parece clave para la 
correcta funcionalidad de las ribotoxinas frente a su sustrato natural. 
 
 Por último, se estudiaron las propiedades inmunogénicas y alergénicas de las 
ribotoxinas y las variantes de deleción ∆(7-22) al tener estas proteínas una participación 
importante en la alergia a hongos. Para ello, se utilizó la α-sarcina y su mutante de 
deleción, además del alergeno más importante, la homóloga Asp f 1, y su correspondiente 
variante. Tras llevar a cabo un estudio idéntico al anterior con estas dos últimas proteínas, 
observándose resultados similares a los presentados para la α-sarcina, las cuatro proteínas 
se ensayaron frente a una batería de sueros de pacientes alérgicos a Aspergillus, para 
analizar su capacidad de interacción con IgE. Los resultados corroboraron la prevalencia de 
estos alergenos en los pacientes alérgicos con ABPA y fibrosis cística. Además se observó 
que la capacidad de unión a IgE disminuía significativamente según el orden siguiente: Asp 
f1>Asp f 1∆(7-22)>α-sarcina>α-sarcina ∆(7-22), mientras que las cuatro proteínas 
mantenían la capacidad de interaccionar con IgG policlonales de conejo anti-Asp f 1. Estos 
datos permitieron concluir que las variantes delecionadas, y en concreto la α-sarcina ∆(7-
22), debido a su disminuida alergenicidad y citotoxicidad, podrían considerarse buenos 
candidatos para continuar estos estudios con vistas a encontrar moléculas hipoalergénicas 
con posibles usos terapeúticos contra este tipo de alergia. 
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